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OZET

Anahtar kelimeler: Genotoksisite, Insan Periferal Kan Lenfositleri, Karbonik
Anhidraz Inhibitorii, Kromozomal Anormallik, Mikronukleus, Siilfonamit, Tek
Hiicre Jel Elektroforezi

Bu c¢alismada, ilag etken maddeleri olarak kullanilma potansiyeline sahip
olabilecekleri diistiniilerek sentezlenmis ve insan karbonik anhidraz 1, |1l

izoenzimlerini inhibe ettikleri tespit edilmis 4-((4,4-dimetil-2,6-
dioksosikloheksiliden)metilamino)benzen siilfonamit (2b) ve 4-((1,3-dimetil-2,4,6-
trioksotetrahidropirimidin-5(6H)-iliden)metilamino)benzen stilfonamit (2e)

bilesiklerinin genotoksik profillerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, insan
periferal kan lenfositlerinde kromozomal anormallik (CA), mikronukleus (MN) ve
komet testleri uygulanmustur.

Bu in vitro testlerde, 2b’nin 2,12, 1,06, 0,53 pg/mL’lik konsantrasyonlar1 ve 2¢’nin
2,52, 1,26, 0,63 pg/mL’lik konsantrasyonlart Kullanilmistir. Ayrica tiim testlerde
negatif, pozitif ve ¢ozici kontroller kullamilmistir. 2b ve 2e ile yapilan
uygulamalarda, CA ve MN olusumu bakimindan hem negatif kontrole hem de
¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlenmemistir. 2b ile 48
saatlik uygulamada, mitotik indeks tiim konsantrasyonlarda her iki kontrol grubuna
gore anlamli diizeyde diismiistiir. 2e ile 48 saatlik uygulamada, mitotik indeks tiim
konsantrasyonlarda ¢6ziicii kontrole gére anlamli diizeyde diismiis; negatif kontrole
gore ise sadece 2,52 pg/mL’lik konsantrasyonda anlaml diizeyde diismiistiir. Komet
testinde, 2b ve 2e’nin kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
bakimindan farkli cevaplar olusturdugu gézlenmistir.

Elde edilen sonuglar, yeni siilfonamit tiirevlerinin yiiksek konsantrasyonlarda ve

uzun siire maruziyette insan periferal lenfositleri tizerinde sitotoksik oldugunu ancak
genotoksik olmadigini gostermektedir.
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DETERMINATION OF GENOTOXIC PROFILES OF
METHYLAMINOBENZENE SULFONAMIDE DERIVATIVES
AS CARBONIC ANHYDRASE INHIBITOR

SUMMARY

Keywords: Genotoxicity, Human Peripheral Blood Lymphocytes, Carbonic
Anhydrase Inhibitor, Chromosomal Aberration, Micronucleus, Sulfonamid, Single
Cell Gel Electrophoresis

In the present study, it was aimed to assess the genotoxic profiles of 4-((4,4-
dimethyl-2,6-dioxocyclohexylidene) methylamino)benzene sulfonamide (2b) and 4-
((1,3-dimethyl-2,4,6-trioxo-tetranydropyrimidin-5(6H)ylidene)methylamino)benzene
sulfonamide (2e) compounds which were synthesized considering that they may have
utilisation potentials as drug basic matters and detected to inhibit human carbonic
anhydrase 1, Il isoenzymes. For this purpose, chromosomal aberration (CA),
micronucleus (MN) and comet tests were implemented on the human peripheral
blood lymphocytes.

In these in vitro assays: 2,12, 1,06, 0,53 ug/mL concentrations of 2b and 2,52, 1,26,
0,63 pg/mL concentrations of 2e were used. Additionally, negative, positive and
solvent controls were used in all assays. In treatments which were performed with 2b
and 2e, no statistically significant differences was observed in terms of CA and MN
formation compared to both negative control and the solvent control. In 48 hour
treatment with 2b, mitotic index has significantly decreased in all concentrations
when compared to both control groups. In 48 hour treatment with 2e, mitotic index
significantly decreased in all concentrations compared to solvent control; however
when compared to negative control it significantly decreased in only 2,52 pg/mL
concentration. In comet assay, it was observed that 2b and 2e have elicited different
responses regarding the tail length, tail intensity and tail moment.

Obtained results show that novel sulfonamide derivatives are cytotoxic on human

peripheral lymphocytes at high concentations and in long-term exposure but they are
not genotoxic.
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BOLUM 1. GIRIS

Giiniimiiz ilag¢ pazarinda binlerce ilag mevcut olmasina ragmen, yeni ilag gelistirme
caligmalar: siirekli olarak artmaktadir. Bir yandan, piyasadaki bazi ilaglarin terapotik
etkileri iyilestirilmis ve yan etkileri azaltilmis varyantlar1 Ssentezlenmeye
calisilmaktadir. Diger yandan, baz1 hastaliklar i¢in farkli farmakolojik
mekanizmalarla etki eden yeni ilaglar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Ayrica,
bakteriler mevcut antibiyotiklere kars1 zamanla direng kazandigindan ve hayati tehdit
eden enfeksiyonlarmn sikhigi ile gesidi giin gectikge arttigindan, antimikrobiyal
aktivite gosteren yeni ilaglar aranmaktadir. Bunlarin yanisira, kanser ve AIDS gibi
heniiz kesin tedavisi olmayan hastaliklarda kullanilabilecek etkili ilaglar da
aranmaktadir [1, 2, 3, 4].

Yeni ilaglarin gelistirilmesinde kullanilan yaklasimlardan biri, hastanin yarari igin
viicudunda degistirilmesi gereken fizyolojik veya patolojik siireclerde rol oynayan
biyolojik molekiillerin ila¢ hedefi olarak se¢ilmesi, kKimyasal yapilariin incelenmesi
ve inceleme sonuglara gore bunlarla etkilesebilecek kimyasal maddelerin tasarlanip
sentez edilmesidir [5]. Insan viicudunda, ila¢ hedefi olarak secilebilen biyolojik
molekiiller: enzimler, substratlar, metabolitler, proteinler, reseptorler, iyon kanallari,
transport proteinleri, DNA/RNA, ribozom ve monoklonal antikorlardir. Bu
hedeflerin en degerlisi enzimlerdir. Ciinkii, insan genomu tarafindan kodlanan
ylizlerce enzim vardir ve enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesiyle bir¢ok hastalik
tedavi edilebilmektedir. Giiniimiizde, onaylanmis ilaglarin hedefi olan 66 tane insan

enzimi vardir. Enzimler, bilinen ilag hedeflerinin yaklasik % 40’1n1 olusturmaktadir

[6].

Gegmisten gilinimiize, ilag hedefi olarak ¢ok ilgi ¢eken enzim ailelerinden biri,

karbonik anhidraz (KA)’lardir. KA’lar aktif bolgelerinde ¢inko (Zn+2) lyonu igeren



metaloenzimlerdir [7, 8, 9]. Bugiine kadar, insanlarda 12 KA izoenzimi (KA I, 11, 11I,
IV, VA, VB, VI, VII, IX, XIlI, XIlI, XIV) ve 3 KA baglantili protein (KARP VIII, X,
XI) tanimlanmustir [10, 11, 12, 13, 14]. Eritrosit, akciger, bobrek, goz, gastrik
mukoza, tiikriikk bezleri, ince bagirsak, kolon, kaslar, beyin, pankreas, prostat ve
endometrium gibi birgok insan dokusundan izole edilen KA’larin katalizledikleri en
onemli reaksiyon, karbondioksitin (CO,) geri doniisiimlii olarak bikarbonata (HCO3")
hidratasyonudur: CO, + H,O <« HCOs; + H' [15, 16, 17, 18, 19, 20, 21].
Katalizledikleri bu reaksiyon sayesinde KA izoenzimleri; solunum, CO,/HCOs ’iin
dokular ile akciger arasinda tasinmasi, pH ve CO, homeostazisinin saglanmasi,
cesitli doku ve organlardan elektrolit sekresyonu yapilmasi, bazi biyosentetik
reaksiyonlar igin HCO3 saglanmasi, viicut sivilariin tretilmesi, kemik yikimi ve
timorlesme gibi insan viicudundaki birgok kritik fizyolojik veya patolojik stirecin

gerceklesmesinde rol oynarlar [12, 15, 16, 22].

Insan dokularinda, énemli fizyolojik/patolojik siireclerde rol oynamalari ve yaygin
dagilim gostermeleri gibi sebeplerle ilag tasariminda dikkat ¢ekici terapotik hedefler
olan KA izoenzimlerini inhibe eden farmakolojik ajanlara, karbonik anhidraz
inhibitér (KAI)’leri denir. Bilinen en giiclii organik KAI’leri, siilfonamit fonksiyonel
grubunu (-SO;NH-) igeren ve siilfonamitler olarak adlandirilan ilag¢ smifidir [6, 23].
KATI siilfonamitler diiiretik, antiglokom ve antiepileptik ajan olarak uzun yillardir
Klinik kullanimda olan oldukga etkili ilaglardir. Ancak, bu ilaglarin KA izoenzim
secicilikleri olmadigindan, insanlar {izerinde ciddi sistemik yan etkiler
olusturmaktadirlar. Bu nedenle, &dem, glokom ve epilepsi tedavisinde
kullanilabilecek, izoenzim seciciligi olan yeni KAI siilfonamit tiirevi ilaclarin
senteziyle ilgili ¢alismalar giiniimiizde halen devam etmektedir. Ayrica son yillarda,
bazt KA izoenzimlerinin kanser, obezite, osteoporoz gibi hastaliklarinin
patofizyolojisi ile patogenezinde rol oynadigi anlasilmistir. Dolayisiyla, bu
hastaliklarla iligkili KA izoenzimlerine spesifik olan yeni KAI siilfonamit tiirevi ilag

etken maddelerinin senteziyle ilgili ¢alismalar da yapilmaktadir [6, 9].

Yeni sentezlenen siilfonamit tiirevleri gibi bilesiklerin in vitro testlerde KA enzim

inhibisyonu gibi anlamli biyolojik aktiviteler gostermesi, bunlarin ilag olarak



onerilebilmeleri icin yeterli degildir. Kemoterapide esas, hastayr saglik riskleri
olusturmadan tedavi etmek oldugundan, ilaglarin giivenilirlikleri etkinliklerinden
daha 6nemlidir. Bu nedenle, ilag olarak kullanilmasi1 diisiiniilen kimyasal bilesikler,
insanlar iizerinde kullanilmadan 6nce kapsamli toksisite incelemelerinden gegirilir.
Canli deney hayvanlari, izole organlar ve hiicre kiiltiirleri lizerinde yiiriitiilen ve birer
giivenlik testi niteliginde olan toksisite incelemeleri ile aday ilaglarin akut, subakut,
kronik, subkronik, immunotoksik, norotoksik, teratojenik, reprodiiktif toksisite,
genotoksisite ve karsinojenite gibi etkileri arastirilir. Toksikolojik incelemelerin
basamaklarindan biri olan genotoksisite arastirmalarinda, ilaglarin genetik materyal
tizerindeki olas1 zararlar1 degerlendirilir. Genotoksisite arastirmalarinin yapilmasi,
ilag gelistirmede ¢ok Onemli bir ilkedir. Ciinkii, genotoksik etkili ajanlarin neden
oldugu genetik hasarlar dogum defektleri, infertilite, kanser, diabet, kardiyovaskiiler,
immun sistem ve dejeneratif hastaliklarin olusumunda rol oynamaktadir [24, 25, 26,

27, 28, 29].

Ilaglarm, insanlar iizerinde kullanilmadan onceki genotoksik ve Kkarsinojenik
profillerinin belirlenmesinde in vivo veya in vitro olarak uygulanabilen kisa siireli
genotoksisite testlerinden yararlanilir. Bu testler arasinda kromozomal anormallikler
(CA), mikronukleus (MN) ve komet testleri bulunmaktadir. /n vitro kosullarda
yapilan CA, MN ve komet testlerinde, model hiicre olarak ¢ogunlukla insan kanindan
izole edilen periferal kan lenfositleri kullanilmaktadir [26, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37].

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda, bu tez caligmasi kapsaminda; ilag etken
maddeleri olarak kullanilma potansiyeline sahip olabilecekleri diisiiniilerek sentezleri
ile KA | ve KA Il enzim ihhibisyon aktivite belirlemeleri Sakarya Universitesi
Kimya Boliimii’nde yapilmis metilenaminobenzen-siilfonamit tiirevlerinden 4-((4,4-
dimetil-2,6-dioksosikloheksiliden)metilamino)benzen siilfonamit (2b) ve 4-((1,3-
dimetil-2,4,6-triokso-tetrahidropirimidin-5(6H)-iliden) metilamino)benzen
stilfonamit  (2e) bilesiklerinin  genotoksik  potansiyellerinin  belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla, insan periferal kan lenfositleri tizerinde yapilan CA, MN

ve komet testleri kullanilmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karbonik Anhidraz izoenzimleri

Insanlarda bulunan KA’lar iginde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal
ve fiziksel dzellikleri olan izoenzimler bulunur [38, 39, 40, 41, 42, 43]. insanlarda 12
KA izoenzimi ve 3 KA baglantili protein (KARP) tanimlanmistir. KA I, 11, 111, 1V,
VA, VB, VI, VII, IX, XIlI, X1l ve XIV katalitik olarak aktif; KARP VIII, X ve XI
katalitik olarak inaktif olan izoenzimlerdir. KARP’lerin inaktif olmalari, enzim
aktivitesi i¢in gerekli olan histidin bakiyelerini yapilarinda bulundurmamalarindan
kaynaklanir. Aktif KA’larin substratlarina ve inhibitorlerine karsi ilgileri, katalitik
aktiviteleri, aminoasit sayilari/siralari, dokulardaki dagilimlar1 ve hiicresel
yerlesimleri birbirinden farklidir. KA 1, 11, 111, VII, XIII sitozolde, KA 1V, IX, XIl,
X1V membrana bagli, KA VA ve VB mitokondride bulunur (Sekil 2.1.). Salgisal
olan KA VI, tiikiirtik ve siite saliir. Genellikle bir dokuda bir¢ok KA izoenzimi
birlikte bulunur [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16].
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Sekil 2.1. KA izoenzimlerinin hiicresel yerlesimleri ve aktivite diizeyleri [44]




2.1.1. insan viicudunda katalizledikleri reaksiyonlar ve fizyolojik islevleri

Bugiine kadar, birgok insan dokusundan izole edilen KA izoenzimlerinin
katalizledikleri en 6nemli reaksiyonlar, CO,’nin hidratasyonu ve HCOj3™ iyonunun
dehidratasyonudur: CO, + H,0 — HCO; + H— H,CO; — CO;, + H,0 [19,20, 21].
Katalizledikleri bu reaksiyonlar sayesinde KA izoenzimleri; solunum, pH dengesinin
kontrolii, CO, ve HCOs_’iin dokular ile akciger arasindaki transportu, CO,
homeostazisinin saglanmasi, sivi dengesinin korunmasi, baz1 dokulardan elektrolit
sekresyonu yapilmasi, substrat olarak HCOj3™ gerektiren biyokimyasal reaksiyonlarin
(glukoneogenez, lipogenez, irogenez, pirimidin ve aminoasit biyosentezi)
gerceklesmesi, viicut sivilarmin (humér akéz, beyin-omurilik sivisi, gastrik sivi)
tiretimi, kemik yikimi, kalsifikasyon ve tiimoérlesme gibi insan viicudundaki bir¢ok
kritik fizyolojik veya patolojik siirecin gerceklesmesinde rol oynarlar [12, 15, 16, 45,
46]. Ayrica KA’lar; karbamik asitin siyanata, siyanamitin lireye, aldehitin geminal
diole hidratasyonu; aldehit, piruvat ve alkil piruvatlarin hidratasyonu; karboksilik,
stilffonik ve fosforik asit esterlerinin hidrolizi gibi siiregleri de kataliz ederler. Ancak
KA’larin katalizledigi bu reaksiyonlarin fizyolojik 6neminin ne oldugu heniiz

bilinmemektedir [46].

KA | izoenzimi, eritrositlerde hemoglobinden sonra en bol bulunan proteindir.
Eritrositlerde KA 1II ’ye gore bes kat daha fazla bulunmasina ragmen, Katalitik
aktivitesi KA 1II ’nin sadece % 15’1 kadardir [47]. KA |, eritrositler diginda; kapiller
ve korneal endotel, goz lensi, ince bagirsak ve Ozofagus epiteli, adipoz doku,
pankreas, ter bezleri, notrofiller, adrenal bezler, plesenta ve fotal membranlarda da
bulunmustur. izoenzimler arasinda katalitik aktivitesi ve ifade diizeyi en yiiksek olan
KA 1l ise, hemen hemen tiim insan dokularinda saptanmistir [46]. Eritrositlerde
bulunan KA 11, KA | ve IV ile birlikte, doku kilcallarinda metabolizma sonucu
olusan CO’nin H,CO3’e doniismesi, akciger kilcallarinda ise H,COgz’iin CO;’ye
doniismesi reaksiyonunu katalizleyerek solunumda gorev alir [48]. Sindirim
sisteminde bulunan KA IlI, parotis ve submandibuler bezlerin serdz asiner
hiicrelerinden, 6zofagus, mide ve duedonumun yiizey epitel hiicrelerinden HCO3

salinimini saglayarak mukozalarin asit sindiriminden korunmasinda rol oynar.



Hepatositlerde ve safra kanallarimi doseyen epitelde bulunan KA I, HCOs;
sekresyonunu saglayarak safra sivisinin nétralizasyonunda rol oynar [46]. Beynin
koroid pleksusunda bulunan KA 1I, beyin omurilik sivisi (BOS)’nin iyonik
bilesiminin ve pH’sinin ayarlanmasinda rol oynar. Renal tiibiil hiicreleri ile toplayici
kanallarin interkalar hucrelerinde bulunan KA Il, viicut stvi hacminin ve asit-baz
dengesinin regiilasyonunda gorev alir. Kemik dokudaki osteoklastlarda bulunan KA
I, kemik yikimi i¢in gerekli olan H* iyonlarini tedarik ederek demineralizasyon

stirecini uyarir [6, 49].

KA 111, CO; hidrataz aktivitesi en diisiik olan (KA | izoenziminin % 3t kadar)
izoenzimdir [50]. KA 111 geni, KA | ve KA 1l genleri gibi 8. kromozom tizerindedir
[51]. insanlarda, iskelet kasi ve yag doku hiicrelerinde bulunmustur. Katalitik
aktivitesinin c¢ok diisiik olmasi nedeniyle, bu izoenzimin birincil gérevinin pH’in
diizenlenmesi olmadigi bildirilmistir. Geni, 17. kromozomda olan KA IV
eritrositlerde, ince ve kalin bagirsagin epitel hiicrelerinin apikal plazma zarlarinda,
gastrointestinal sistemin biitiin segmentlerinin mukoza alt1 kapiller endotelinde ve
erkek tireme sistemindeki epididimal kanalda bulunmustur. Bu bolgelerdeki KA 1V,
iyon ve H,O transportunda gorev alir. Goziin koriokapillerinin endotel hiicrelerinde
de bulunan KA IV, KA 1l ve XII ile birlikte g6z i¢i sivisinin olusumunda; bobrekteki
proksimal tiibiilde ve henle kulbunda bulunan KA 1V ise HCO; reabsorbsiyonunda

rol oynar [46].

Mitokondriyel matrikste lokalize olmas1 ile KA’lar icerisinde farkli bir yere sahip
olan KA V geni 16. kromozom iizerindedir. KA V’in iki farkli izoformundan biri
olan KA VA Karaciger ve cizgili kaslarda; KA VB ise beyin, kalp, karaciger, akciger,
bobrek, dalak, bagirsak, testis, ¢izgili kaslarda bulunmustur [52, 53]. Bu izoenzimler,
adipositler ve sinir sisteminde de saptanmistir [54]. KA V izoenzimleri, KA 11 ile
birlikte; lipogenez, iirogenez, pirimidin sentezi, glukoneogenez ve aminoasit
biyosentezi gibi metabolik siireglerdeki karboksilasyon olaylarmi katalizleyen
enzimler igin gerekli olan HCO3 iyonlarini saglar [55]. Geni, 1. kromozom iizerinde
bulunan KA VI tiikriik, meme, lakrimal, nasal, trakebronsial bezlerde, 6zofagus,

sindirim sistemi ve serumda bulunur. KA VI'nin fizyolojik rolii heniiz net olarak



anlagilamamistir. Ancak, tikrikk bezlerindeki KA VI'min dislerin ¢iiriikten
korunmasinda; gastrointestinal kanaldaki KA VI’nin ise 6zofagus ve gastrik epitelin
yiiksek asit seviyesinden korunmasinda rol oynadigi bildirilmistir [46]. Geni 16.
kromozom tuzerinde bulunan KA VII, en az incelenen ve anlasilan izoenzimdir. KA

VI ifadesi, insan tiikiiriik bezlerinde saptanmistir [56].

KA IX geni, 17. kromozom tizerindedir. Mide, safra kesesi, bagirsak, pankreas, safra
kanallar1, 6zofagus, serviks ve erkek tireme organlarinda KA 1X’un ifadesi normal
diizeyde bulunmustur [46]. Timor hiicre serileri iizerinde yapilan c¢aligmalar
sonucunda 6zofagus, akciger, bobrek, kolon ve rektum, gogiis, serviks, bas ve boyun
ve mesane gibi gesitli organlardan tiireyen karsinomlarda KA IX ifadesinin asirt
yiiksek oldugu belirlenmistir [57, 58, 59, 60, 61]. Ayrica beyin dokusundaki normal
ekspresyonu ihmal edilecek kadar az olan KA IX’un, malign beyin timdrlerinde de
ifadesi yiiksek bulunmustur [62, 63]. KA XII geni, 15. kromozom iizerindedir.
Bobrek, kolon, pankreas, over, akciger, prostat, testis, beyin, erkek tireme sistemi,
endometriyum, serviks ve rektum hiicrelerinde KA XlI’nin ifadesi normal diizeyde
bulunmustur. Tiimdr hiicre serileri lizerinde yapilan ¢alismalarda bobrek, over ve
kolorektal kanserlerde KA XII ifadesinin asirt yiiksek oldugu gdzlenmistir.
Giiniimiizde, KA 1X ve KA XII’nin onkogenez ve tiimor gelisiminde rol oynadigi
aydinlatilmistir [64, 65, 66].

Timis, ince bagirsak, dalak, prostat, yumurtalik, kolon, testis, serviks, endometrium
gibi insan dokularinda saptanmis ve son yillarda karakterize edilmis bir izoenzim de
KA XIII'tiir. Bu izoenzimin fonksiyonu hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir
[46, 67]. Ancak, tireme sisteminde yogun olarak bulunmasi nedeniyle, fertilizasyon
stirecinde rol oynadig1 sanilmaktadir [46]. Geni 1. kromozom ftizerinde olan KA XIV
de bobrek, kalp, beyin, iskelet kasi ve karaciger gibi bir¢ok insan dokusunda
bulunmustur. Bobrekte bulunan KA XIV’in, KA IV ve KA Il ile birlikte idrar
asidifikasyonunda rol oynadigi bildirilmistir [68, 69]. Immunohistokimyasal
calismalar, beyinde Ozellikle aksonlarda ve néronal membranlarda lokalize olan KA

XIV’in, sinaptik gegislerde etkili oldugunu gostermistir. Ayrica, Santral sinir



sisteminde bulunan KA XIV’in KA II ile IV ile birlikte miyelin ve BOS sentezi,

salgist ile noronal aktivitenin kontroliinde rol oynadig bildirilmistir [70,71].
2.1.2. U¢ boyutlu yapilar1 ve CO; hidrataz aktivitelerinin mekanizmasi

KA izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilari, X 1s11 kristallografi ¢aligmalari araciligiyla
aydmnlatilmistir. Yapisi en ayrintili sekilde aydinlatilan KA II olmustur. Bu
calismalar sonucunda, tim KA izoenzimlerinin {i¢ boyutlu yapilar1 yoniinden
birbirine ¢cok benzedigi ve hepsinin aktif bolgelerinde hemen hemen ayni katalitik
gruplarin bulundugu ortaya konmustur [72]. Tim KA izoenzimlerinin aktif
bolgelerinde, bir Zn*? iyonu bulunur. Enzimatik olarak aktif olan tim KA
izoenzimlerinde Zn*? iyonu, bir tane H,O veya OH iyonu ile ii¢ tane histidin
aminoasit rezidiisti (His 94, His 96, His 119) tarafindan koordine edilir (Sekil 2.2.).
Aktif bolge yakininda bulunan aminoasitler, proton verici ve proton gradienti

olusturacak sekilde diizenlenir [73].

:o.

Sekil 2.2. KA izoenzimlerinin 3 boyutlu yapist [74]

Enzimin aktif bdlgesinde Zn?* iyonu ile koordine olan H,O, ayni zamanda Treonin
(Thr) 199 aminoasit bakiyesinin hidroksil kismi ile hidrojen bagi olusturur. Thr 199,
glutamik asit (Glu) 106 aminoasit bakiyesinin karboksilat kismi ile de baglidir (Sekil



2.3.). Bu etkilesimler, Zn** ile koordine olan H,O molekiiliiniin niikleofil karakterini
artirmast Ve karbonik anhidrazin substrati olan CO,’yi niikleofilik atak i¢in uygun

konuma y6nlendirmesi agisindan 6nemlidir [73].
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Sekil 2.3. KA izoenzimlerinin aktif bolgelerinin yapisi [75]

KA’larin CO; hidrataz aktivitelerinin mekanizmasi, KA 1l izoenzimi iizerinde
yapilmis enzim kinetigi ¢aligmalariyla ayrintili bir sekilde aydmlatilmistir. Biitlin
izoenzimlerin, genellikle bu mekanizma ile calistigi bildirilmistir. Sekil 2.4.’de
verilen mekanizmaya gore; KA nin aktif bdlgesinde bulunan Zn*? katyonuna bagh
H,O molekiiliiniin protonlarindan (H") biri, KA’nin baz olarak davranan kismi
tarafindan koparilir. Bu reaksiyonun gerceklesmesine, His 64 gibi aktif bolgedeki
proton yakalayan bakiyeler ve ortamdaki tampon bélgeler yardimer olur. Boylece,
H,O bir H" kaybeder ve hidroksit (OH) iyonu olusur. Zn*? iyonuna baghi OH
iyonunun olusmasiyla, KA enziminin aktif formu meydana gelir (Sekil 2.4.A).
Enzimin aktif formu, giiclii neofilik yapisi nedeniyle CO, molekiilii ile tepkimeye
girer (Sekil 2.4.B). Bu etkilesim, Zn+2’ye baglanmis HCO3 iyonunun olusmasin
saglar (Sekil 2.4.C). Bu HCO3 iyonu, bir H,O molekiilii ile yer degistirir ve
¢ozeltiye gecer. Boylece, Zn*? iyonuna tekrar H,O molekiilii baglanir. Bu durum,
enzimin katalitik olarak inaktif olan formuna doniismesini saglar (Sekil 2.4.D) [73,
74, 75].
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X
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B -OH
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Sekil 2.4. KA enziminin hidrataz aktivitesi [76]

2.1.3. Karbonik anhidraz inhibitorleri

Insan viicudunda yaygin dagilim géstermeleri, dnemli fizyolojik/patolojik siireglerde
rol oynamalari ve kataliz mekanizmalarinin iyi aydinlatilmasi gibi nedenlerle KA
izoenzimleri gegmisten giintimiize ilag tasariminda dikkat ¢ekici hedefler olmuslardir
[77]. KA izoenzimlerini inhibe ederek, bazi insan hastaliklarinin tedavi edilmesini
saglayan farmakolojik ajanlara karbonik anhidraz inhibitorleri (KAI) denir [78].
Bilinen en giiclii organik KATI’leri, siilfonamitlerdir. Bu nedenle, KAI ilaglarin
senteziyle ilgili ¢alismalarda motif olarak en c¢ok siilfonamitler kullanilmistir.
Giiniimiizde, uzun yillardir Klinik kullanimda olan siilfonamit tiirevi ilaglar mevcut
olmasina ragmen, yeni KAI siilfonamitlerin sentezine yonelik galigmalar halen

devam etmektedir [23].
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2.2. Siilfonamitler

1900’lerin baslarinda, tekstil sektoriinde kulanilan bazi azo boyalarinin konak
dokularindaki zararli mikroorganizmalar1 yok ettigi anlasilmistir. Bu dogrultuda
siiren arastirmalar sonucunda, 1909 ve 1935 yillar arasinda gesitli boyalar1 igeren
binlerce kimyasal madde antimikrobiyal 6zellikleri agisindan test edilmistir. 1932°de,
Bayer firmasindan Gerhard Domagk, ayni firmanin kimyacilarindan Klarer ve
Mietzsch’in sentezledigi azo boyalarindan Prontosil rubrum’un antibakteriyel etkisini
aragtirmistir. Bu boyanin hiicre kiiltiirlerinde etkisiz oldugunu; ancak in vivo
kosullarda farelerdeki bazi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkili oldugunu
bulmustur. Baz1 bakteriyel enfeksiyonlar1 etkili bir sekilde yok eden bu ilk ilaca,
Bayer Firmas1 Prontosil adin1 vermistir (Sekil 2.5.) [78, 79, 80].

” s N g —N — NH,
HEN_T\\ V4 N /T

H-IN

Sekil 2.5. Prontosil (4-[(2,4 diaminofenil)azo]benzensiilfonamit)’in kimyasal yapisi [81]

Prontosil’in in vivo olarak aktif, ancak in vitro olarak aktif olmamasi, onun aktif ilag¢
olmadigimi  distindiirmiistir  [82]. 1936’da, prontosil’in  N=N  bagmin
biyotransformasyon sonucu kirildigi ve organizmada para-amino benzen siilfonamit
(stilfonilamit)’e doniiserek antibakteriyel etkinlik gosterdigi saptanmistir. Boylece,
prontosil igindeki aktif maddenin para-amino  benzen = siilfonamit  (4-
aminobenzensiilfonamit, siilfonilamit) oldugu anlasilmistir. Siilfonilamit, benzen

halkas1 tizerinde amino grubu (-NH,) ve siilfonamit grubu (-SO,NH>) i¢cermektedir
(Sekil 2.6.) [81].

O\\s’P
O 0O

HoN~ @ NH, Y

- HoN "~
- N 2
v A
NH>
NH»
Prontosil Stlfonilamit

Sekil 2.6. Prontosil’den siilfonilamit olusum reaksiyonu [83]
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Bu kesiften sonra, daha etkili kemoterapdtikler bulmak amaciyla siilfonilamit benzeri
bilesiklerin senteziyle ilgili yogun ¢alismalar baglamistir. Bu calismalar sonucunda,
bircok stilfonamit tiirevi sentezlenmistir [84]. Yapisal modifikasyonlar ile
gerceklestirilen bu sentezler sonucunda elde edilen yeni siilfonamit tiirevlerinin,
antibakteriyel aktiviteden baska biyolojik aktivitelere de sahip oldugu belirlenmistir.
Bu durum, siilfonamitlerin ilag endiistrisinde daha ¢ok ilgi ¢ekmesine neden olmustur
[85]. Giiniimiizde, siilfonamitler: antibakteriyel [3, 86], antikarbonik anhidraz [22,
87], hipoglisemik [88, 89], antihipertansif [90], diiiretik [91], antitimér [92, 93],
antiinflamatuar, analjezik [94], antiepileptik [2], antimigren [95], antiempotans [96],
antirioid [97] ve antiviral [98] gibi farkli biyolojik aktivitelere sahip olan bir¢ok

farmakolojik ajani kapsayan onemli bir ilag sinifidir.

2.2.1. Kimyasal yapilar ve biyolojik aktiviteleri

Siilfonamit fonksiyonel grubu, bir¢ok ilacin temelini olusturur. Bu grubu igeren
ilaglara siilfonamitler denir. Siilfonamit grubu iceren ilaglar, antibiyotikler ve
antibiyotik olmayanlar olmak izere iki gruba ayrilirlar. Tim siilfonamit
antibiyotikler, iki yapisal Ozellik gosterir. Bu oOzelliklerden birincisi, benzen
halkasinin para pozisyonunda (N4) serbest bir amino (-NH) grubunun bulunmasidir.
Ikincisi ise, siilfonamit fonksiyonel grubunun N1 azotunda heterosiklik bir halkanin
(R) bulunmasidir (Sekil 2.7.). Bu yapisal konfigiirasyon, antibiyotik olmayan
siilfonamitlerde yoktur. Ancak KAl’ler gibi antibiyotik olmayan siilfonamitler de,

antibakteriyel siilfonamitler iizerine yapilandirilmislardir [99].

H R
N1 Pozisyonu - \"N/
0=8=0
1
6 2
5 3
4
N4 Pozisyonu -
~N
H H

Sekil 2.7. Antibakteriyel siilfonamitlerin genel yapilari [100]



13

Giiniimiizde, siilfonamitler: KAI olarak glokom, epilepsi ve 6dem [101, 102, 103,
104, 105]; insiilin sekretuari olarak tip II diyabet [106]; fosfodiesteraz tip 5 inhibitorii
olarak erektil disfonksiyon [107]; siklooksijenaz tip 2 inhibitorii olarak agr1 kesme
[108]; HIV; aspartil proteaz inhibitorii olarak AIDS [109]; histamin tip 2 reseptor
antagonisti olarak peptik iilser [110]; direkt trombin inhibitorii olarak tromboz [111];
nonpeptid glikoprotein IIB/IIA inhibitorii olarak miyokart enfarktiisii, inme ve
pulmoner emboli [112]; endotelin reseptér antagonisti olarak hipertansiyon ve
konjestif kalp yetmezligi [113]; 5-hidroksi triptamin reseptor agonisti olarak migren
[114, 115, 116]; tip 2 dopamin reseptdr antagonisti olarak sizofreni ve major depresif
bozukluk [117, 118]; beta adrenerjik reseptor antagonisti olarak kardiyak aritmi ve

miyokard infarktiisti [119] tedavilerinde kullanilmaktadir.

Klinik kullanimda olan bazi siilfonamit tiirevi ilag etken maddeleri sunlardir:
glokomda kullanilan asetazolamid, metazolamid, etokzolamid ve dorzolamid [120];
enfeksiyonlarda kullanilan topikal antimikrobiyal mafenid [121]; diyabette kullanilan
glibenklamid ve glimepirid [122, 123]; diiiretik olarak kullanilan torasemid,
bumetanid, furosemid [124]; gut ve hiperiirisemide kullanilan probenesid [125];
romatoid artrit, ilseratif kolitte kullanilan sulfasalazin [126, 127]; migrende
kullanilan sumatriptan [128]; peptik iilserde kullanilan famotidin [129]; kardiyak
aritmi ve hipertansiyonda kullanilan sotalol [130]; agr1 kesici ve antiinflamatuar ajan
olarak kullanilan celoxib [131]; epilepside kullanilan topiramat, sultiam, zonisamid
[132, 133]; erektil disfonksiyonda kullanilan sildenafil sitrat [134]; HIV’de
kullanilan amprenavir, tipranavir [135]; hipertansiyonda kullanilan sitaxsentan,
bosentan [136]; miyokart enfarktiisii, inme ve pulmoner embolide kullanilan
tirofiban [112]; tromboz tedavisinde kullanilan argatroban [111]; sizofreni ve major
depresif bozuklukta kullanilan siilpirid [117, 118].

2.2.2. Karbonik anhidraz inhibisyon mekanizmalari
Bilinen en giiclii organik KAI’leri olan siilfonamitlerin, KA izoenzimlerini

inhibisyon mekanizmasi Sekil 2.8.’de goriilmektedir. Bu etkilesimde, ilk olarak,
stilfonamit (-SO,NH-) grubundaki azot (N) atomu, KA’nin aktif bolgesinde bulunan
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Zn*?iyonuna baglanir. ikinci olarak, siilfonamitin azota bagh protonu (-NH), KA’nin
aktif bolgesinde bulunan Thr 199 aminoasit bakiyesinin hidroksil (-OH) grubu ile
hidrojen bag1 yapar. Glu 106 aminoasit bakiyesinin karboksil (-COOH) grubu da,
Thr 199’un yan zinciri ile hidrojen bag: yapar. Ugiincii olarak, Zn*?’ye koordine olan
stilfonamit oksijenlerinden biri Thr 199’un -NH grubu ile bir hidrojen bag: yaparken,
digeri Zn*?iyonuyla kismi koordinasyonda bulunur. Son olarak, siilfonamitlerin yan
zincirleri (R) KA enziminin aktif bolgesindeki hidrofilik ve hidrofobik rezidiiler ile
etkilesir. Siilfonamitlerin KA enzimine gii¢lii bir sekilde baglanmasi bu etkilerin

toplaminin bir sonucudur [137].

\8’4‘0“”‘
e
0”7 \NH
L Thr-199
\{\N---- ----- 7n*?
=
His-96 N
N N
His-119
His-94

Sekil 2.8. Siilfonamitlerin karbonik anhidraz inhibisyon mekanizmalar [18]

KAI siilfonamitler diiiretik, antiglokom ve antiepileptik ajan olarak uzun yillardir
kullanimda olan oldukga etkili ilaglardir. Ancak bu amaclarla kullanilan mevcut KA
stilfonamitlerin izoenzim se¢icilikleri olmadigindan, insanlar tizerinde ciddi sistemik
yan etkileri vardir. Bu bakimdan, glokom, 6dem ve epilepsi tedavisinde
kullanilabilecek, izoenzim segiciligi olan yeni KAI siilfonamitlerin gelistirilmesine
yonelik ¢aligmalar gliniimiizde devam etmektedir. Ayrica, bazt KA’larin (KA IX, KA
XII) kanser, bazilarinin (KA II, KA VA, KA VB) obezite, bazilarinin da (KA 1I)
osteoporoz patofizyolojisi ve patogenezi ile iliskili oldugu belirlenmistir [6].
Dolayisiyla son yillarda, bu hastaliklarla iligkili izoenzimlere spesifik olan ve kanser,
obezite, osteoporoz tedavisinde kullanilabilecek KAI’lerinin sentezi ile ilgili

caligmalar da yapilmaktadir [9].
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2.2.3. Karbonik anhidraz inhibitorii siilfonamitler ve klinik kullanim alanlari

Asetazolamid, metazolamid, etokzolamid ve diklorfenamid gibi KAI siilfonamitler,
glokomda goriilen yiiksek g6z i¢i basincini disiirmek i¢in yillardir kullanilan
sistemik etkili ilaglardir. Antiglokomatoz etkilerini, goziin arka kamarasindaki silier
cismin epitelinde bulunan KA II, IV ve XII'yi inhibe ederek gosterirler. Bu
izoenzimlerin inhibisyonuyla, hiimér akéz yapimi azalir ve g6z i¢i basing diiser.
Cinkic KA I, IV ve XlI’'nin katalizledikleri reaksiyonla, silier cismin epitel
membranini aktif olarak gecen ve goziin arka kamarasinda ozmotik gradiyent
olusturan HCO3 iyonlar1 olusur. HCO3 iyonlari, suyun plazmadan arka kamaraya
pasif olarak difiizyonunu ve bdylece humoér akoziin yapimini saglar [138]. Goziin

anatomik yapist ve humor akoziin gézdeki dolasimi Sekil 2.9.”da goriilmektedir.

fris

/. On kamara agis1

Schlemm kanal
(On kamara sivis1
buradan bosaltilir)

Sekil 2.9. Goziin anatomik yapisi ve humor akoziin gozdeki dolagimi [139]

Glokom tedavisinde kullamlan sistemik etkili KAl siilfonamitler, gdz disindaki
dokularda bulunan KA II, IV ve XII'yi de inhibe ettiklerinden insanlarda ciddi

sistemik yan etkiler olustururlar. Yan etkileri kullanimlarimi smirladigindan ve
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tedavinin sonlandirilmasina neden oldugundan, son yillarda dorzolamid ve
brinzolamid gibi topikal KAI siilfonamitler gelistirilmistir. Ancak, bunlar da uygun
idame edildiklerinde etkili ilaglardir. Sonug olarak, antiglokom ajani olabilecek yeni
KAT siilfonamitlerin sentezine iliskin ¢alismalar giiniimiizde devam etmektedir [140,

141, 142, 143, 144].

Asetazolamid, metazolamid, etokzolamid ve diklorfenamid gibi KAI siilfonamitler,
konjestif kalp yetmezligi, akut dag hastaligi ve 6dem tedavisinde diiiretik olarak da
kullanilmaktadir [145]. Ditiretik etkilerini, bobregin proksimal tiibiillerinde bulunan
KA 11, IV ve XIV izoenzimlerini inhibe ederek gosterirler. Normal sartlarda,
proksimal tiibiillerin limeni icinde, H" ile HCO3 iyonlart birlesir ve HCOj
(karbonik asit) olusur. Olusan H,CO3;, KA IV katalizorliigiinde CO, ve H,O’ya
dontigiir. COy, tiibiil limeninden diffiizyon yoluyla proksimal tiibiil hiicreleri igine
gecerek, KA 1II katalizorligiinde H,O ile birlesir ve H,CO3 olusur. KA Il ve IV

izoenzimlerinin bobrek tiibiillerindeki etkisi Sekil 2.10.’da verilmistir [146].

Interstisyel
alan

Tiibiil limeni

HCO;
k—w

Na*

D

2K*

Sekil 2.10. KA 1l ve 1V izoenzimlerinin bobrek tiibiillerindeki etki mekanizmalar1 [147]
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Tiibiil hiicreleri icinde olusan H,COs, H* ve HCO3 iyonlarma ayrigir [146]. Tubiil
hiicreleri iginde olusan HCOs iyonlari, peritiibiiler kapiller ag icine gegerek,
plazmaya emilir. H* iyonlar ise, tiibiil limenine salgilanarak tiibiiler filtrata geger.
Bunun karsiliginda ise, Na* iyonlar tiibiil limeninden tiibiil hiicrelerine alinrlar.
Tiibiil hiicrelerine alman Na®, beraberinde H;O’yu da liimene siiriikkler. KAI
siilfonamitlerin KA 1I ve IV’ii inhibe etmesiyle, Na* iyonlarmin H" iyonlar ile
degistokusu azalir. Bdylece tiibiil liimeninden tiibiil hiicrelerine Na" ile beraberinde
H.O reabsorbsiyonu azalir ve viicuttan H,O kaybi artar. KAI siilfonamitler, asidoza
neden olmalar1 ve bobrek disindaki organlarda KA inhibisyonu yapmalarina bagli
olarak olusan yan etkileri nedeniyle diiiretik olarak eski onemlerini kaybetseler de

bazi hallerde kullanimlar1 devam etmektedir [146].

KAI siilfonamitler, epilepsi tedavisinde antikonvulzan ilag olarak da
kullanilmaktadir. Antikonvulzan olarak kullanimlar, ilk olarak asetazolamid ve
metazolamid ile baslamistir. Sonradan sultiam, zonisamid ve topimarat klinik
kullanima girmistir. Bu ilaglarin, beyindeki KA 11, IV, XIV izoenzimlerini inhibe
ederek antikonvulzan etki gosterdikleri belirlenmistir [8]. Hayvanlar tizerinde yapilan
caligmalar asetazolamid, metazolamid ve topiramat gibi siilfonamitlerle KA
inhibisyonunun, beyinde CO, diizeyini artirarak serebral kan akiminda artisa yol
actigin1 ve epileptik nobet olusumunu azalttigini gostermistir. Beyindeki CO,
diizeyinin diismesinin, ndronlarin asenkronize ateslenmesi ve yiiksek nobet egilimi
ile iligkili oldugu bilinmektedir. Ayrica KAl’lerin, néronlarda aksiyon potansiyelinin
iletilmesi igin gerekli olan iyon kanallarini inhibe ederek, bu hiicrelerdeki
uyarilabilirligi azalttigi ve epileptik noébet olusumunu engelledigi de ileri
stiriilmiistiir. Tedaviye direng ve yan etkilere neden olma gibi problemler, epilepside
kullanilan KAI siilfonamitler icin de gegerli oldugundan, antikolvulzan olarak
kullanilabilecek daha etkili ve yan etkisi olmayan yeni KAl’ler ile ilgili arayislar

devam etmektedir [8].

Son yillarda, KAI siilfonamitlerin kanser ilact olarak kullanilabilecegini bildiren
calismalar da yayinlanmistir [11, 12, 148, 149]. Kanser hiicrelerinde, bozulmus

mikrodolagim ve kotiilesmis O, difiizyon siirecinin patofizyolojik sonucu olarak
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olusan hipoksi nedeniyle oksidatif fosforilasyon baskilanir ve enerji ihtiyaci
glikolitik metabolizma ile saglanir. Glikolitik metabolizma sonucu olusan laktik asit
(laktat) ise, tiimor hiicrelerinde birikir. Bu durumda, tiimor hiicreleri ¢ogalmak ve
yasamak i¢in iyon transportu ile ilgili komponentlerinin aktivitelerini ve asit-baz
kontroliinii maksimize ederler [13,14]. Kanser hiicrelerindeki pH regiilasyonu ve

iyon transportunun mekanizmasi Sekil 2.11.’de goriilmektedir.

CO, +H,O > H' +HCO

Y KAIX
H KA XII

o e

14— — /\'KAH' !

d CO, +H,O > H +HCO

—ﬁﬁ K o . a
( ) Kanser hiicresi T
\]a <__,_
c
Laktat PH -7.2
Na* A

b Glikoliz pH -6.8

]

O ] Q) O | O O | O ) O
Endotel hiicreleri Glukoz pH -7.4

Sekil 2.11. Kanser hiicrelerindeki pH regiilasyonu ile iyon transportunun molekiiler mekanizmasi [16, 150]

Bu mekanizmaya gore, kanser hiicreleri laktat ve protonlar (H') gibi asidik
metabolitleri hiicre digina atarak hiicre i¢i pH’1 normal sinirlar igerisinde tutmaya
calisirlar [14]. Laktat ve H™ iyonlari, monokarboksilat tasiyicisi ile ekstraseliiler
stviya atilir (Sekil 2.11.a). Transforme olmus hiicrelerde aktif olan Na*-H" antiporteri

H" iyonlarmi hiicre disina, Na* iyonlarmi hiicre icine tasir (Sekil 2.11.b). Hiicre ici
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notraliteyi stirdiirmek ig¢in, kanser hiicreleri tarafindan kullanilan diger protein
makineleri ATP bagimli Na*-K" antiporteri (Sekil 2.11.¢), H" kanallar1 (Sekil 2.11.d)
ve plazma membrani proton pompast H'-ATPaz’dir (Sekil 2.11.e). Sitozolik
izoenzim olan KA II tarafindan olusturulan H,O ve CO,, akuaporinler araciligiyla
hiicre digina atilir (Sekil 2.11.f). Akuaporinler ile hiicre disina atilan H,O ile CO,,
hiicre membranina lokalize olmus KA IX ve KA XII tarafindan H" ve HCOg_
iretmek icin kullanilir. KA IX ve KA XII’nin katalizorliigiinde hiicre disinda olusan
HCO; iyonlari, HCOs3 -Cl anyon degistiricileri ile hiicre icine alnir (Sekil 2.11.g) ve
sitozoldeki KA II tarafindan kullamlir. H iyonlari ise, hiicre disinda birikir. Sonug

olarak, tiim bu siireglerin sonunda hiicre dis1 asidoz gelisir [150].

Normalde az sayida dokuda ¢ok diisiik miktarlarda ifade edilen ancak tiimor
hiicrelerinde asir1 ifade edildikleri saptanan KA X ve XlI’nin, hiicre disinda CO, ve
H,O’nun, HCO; ve H"ya doniisimiinii katalizleyerek tiimér c¢evresindeki
asidifikasyona katkida bulundugu anlagilmistir. Hiicre dis1 asidoz, tiimor
progresyonunu destekleyen bir faktordiir. Clinkii ekstraselliiler matriks bozulmasini,
migrasyon ve invazyonu, hiicre biliylime faktorlerinin ifadesini ve proteaz
aktivasyonunu indiikler [13]. Bdylece tiimorlerin agresiflesmesine, metastatik
yayilim yapmasia ve tedaviye yanit vermemesine neden olur [150]. KA Il
izoenziminin de, hiicre iginde lipogenez, lirogenez, glukoneogenez, pirimidin sentezi
ve aminoasit sentezi gibi hiicrenin biiyiimesini saglayan metabolik siireglere HCO3

saglayarak timor hiicrelerinin ¢ogalmasini indiikledigi bildirilmistir [150, 151].

Literatiirde, KAI siilfonamitlerin osteoporoz tedavisinde kullanilabilecegi de
bildirilmektedir [16]. KA I1I, kemigin yeniden modellenme siirecindeki kemik
yikiminda rol oynar. KA II'nin kemik yikimindaki rolii Sekil 2.12.°de verilmistir.
Kemik yikimimi gerceklestiren osteoklastlarin  stoplazmalarinda bol miktarda
lizozomal enzimlerle dolu transport vezikiilleri ve KA II bulunur. KA II, osteoklast
stoplazmasinda CO,’nin hidratasyonunu kataliz ederek, protonlar (H") olusturur. Bu,
H"™’lar vezikiillerin membraninda yerlesmis vakuolar tip ATPaz proton pompasi ile
vezikiillerin i¢ine iletilir. Bu vezikiillerin migrasyonu ve ardindan hiicre membran

ile kaynasmasi sonucu rezorpsiyon lakiiniiniin lizerinde osteoklastin burusuk kenari
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olusur. Vezikiillerin igerdigi H" iyonlari, osteoklastlarm burusuk kenarindan yine
ATP bagimli proton pompast (vakuolar H'-ATPaz’lar) ile rezorpsiyon lakiiniiniin
icine pompalanir. Bdylece rezorpsiyon lakiiniinliin asidifikasyonu saglanir.
Asidifikasyon siirecine, osteoklast membranindaki Cl kanallar1 ve CI/HCO; iyon
degistiricileri de katilir. Sonugta, ekstraseliller pH disiiriiliir. pH’daki bu diisme
kemik mineralini ¢ozer. Ayrica, organik matriksi yikan proteazlarin aktivitesi i¢in

gerekli olan optimum pH’1 saglar [152].
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Sekil 2.12. Osteoklastik kemik rezorpsiyonunda KA II’nin rolii [152]

Son yillarda, epilepsi tedavisi icin KAI olan topiramat ve zonisamid’i kullanan obez
bireylerde kilo kaybinin gdzlenmesiyle KAI siilfonamitlerin obezite tedavisinde de
kullanabilecegi ortaya ¢ikmistir. Bu ilaglarin, de novo lipogenez siirecindeki bazi
reaksiyon kademelerine HCO; saglayan KA 1l, VA ve VB’yi inhibe ederek kilo
kaybina neden olduklari belirlenmistir. Sekil 2.13.’de goriildiigii gibi, aerobik
glikoliz sonucu olusan piruvatin bir kismi, mitokondride HCO;z; ve piruvat

karboksilaz (PK) varliginda oksaloasetata karboksillenir. Bu reaksiyon icin gerekli
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HCOs, mitokondriyal KA VA, VB’nin katalizérliigiinde olusur. Aerobik glikoliz
sonucu olusan piruvatin bir kismi ise, dekarboksilasyonla asetil koenzim A’ya
doniisiir. De novo lipogenezin ilk asamasi, mitokondride bulunan asetil koenzim
A’larin stoplazmaya tasinmasidir. Ancak, mitokondrial membran asetil koenzim
A’ya gegirimsizdir. Bu nedenle, asetil koenzim A oksaloasetat ile reaksiyona girip,
sitrata doniistiikten sonra trikarboksilik asit tasiyicisi (TT) araciligiyla sitozole geger.
Sitozolde, sitrattan yeniden asetil koenzim A ve oksaloasetat olusur. Oksaloasetat da,
mitokondri membranin1 ge¢emediginden, dekarboksilasyonuyla piruvat olusur.
Piruvat ise, piruvat tasiyicisi (PT) araciligiyla mitokondriye geger. Sitozolde olusan
asetil koenzim A, de novo lipogenez siirecinde kullanilir. Asetil Ko A, asetil koenzim
A karboksilaz (AKK) ve HCO; varliginda karboksillenerek, malonil koenzim A’ya
doniisiir. Bu reaksiyon icin gerekli olan HCO3, KA II tarafindan saglamir. Bunu
izleyen diger reaksiyon kademelerinde gerceklesen asetil gruplarinin transferi

sonucunda, uzun zincirli yag asitleri sentezlenir [10].

Pruvat

T-CO

Oksaloasetat

T

Sttrat

Pruvat

HCO / \co
PK

Oksaloasetal @we—— Asetl Ko A

HCO l AKK

Malomul Ko A

|

Yag astlen

Krebs Déngust

Muokondn Stozol
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2.3. Genotoksisite Testleri

Son yiizyillda diinya {izerindeki kimyasal kirlenme, sanayi devrimiyle gelisen
teknolojinin en biiyilik yan etkisidir. Canlilar da bu kirlilikle her gecen giin artan bir
siklikla yiiz ylize gelmektedir. Gidalarin, sigaranin, solunan havanin ve hatta
iyilesmek adina kullanilan ilaglarin igindeki kimyasal maddeler bir kimyasal Kirlilik
havuzu olusturmaktadir. Bu kirleticilerin bazilar1 organizmanin genetik yapisinda
herhangi bir degisiklige sebep olmamakta ya da ortaya ¢ikan hasarlar DNA onarim
enzimleri ile tamir edilebilmektedir. Ancak, bazilar1 gen mutasyonlarina, yapisal
kromozom hatalarina veya rekombinasyonel degisimlere sebep olabilmektedir. Bu
degisimler iireme hiicrelerinde meydana geldiginde, daha sonraki nesillere
aktarilmaktadir. Somatik hiicrelerde meydana geldiginde ise, bireyin kendisinde

cesitli saglik sorunlaria yol agmaktadir [153, 154].

DNA ile ve DNA iliskili hiicresel komponentler (6r: mitotik ve mayotik ig iplikleri,
replikasyon enzimleri, DNA onarim sistemi enzimleri, hiicre dongiisiinii kontrol eden
proteinler, apoptozis ile iliskili gen tiriinleri, oksidatif hasara karsi savunma saglayan
proteinler) ile etkilesime giren veya genomda, kromozomlarda ya da genlerde
hasarlara yol acan fiziksel ve kimyasal ajanlar genotoksik etkilidir. Genotoksisite;
DNA, gen veya kromozom yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA zincir
kiriklari, gen mutasyonlari, yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri gibi hasarlari

kapsayan genel bir terimdir [32, 153, 154].

Genotoksik etkili ajanlarin hem bireyin kendisinde hem de gelecek nesillerde neden
oldugu genetik hasarlarin yol agtig1 saglik sorunlari; dogum defektleri, yaslanma,
infertilite, kanser, kardiyovaskiiler, immun sistem, dejeneratif, genetik ve
multifaktoriyel hastaliklardir. Ozellikle, genotoksisite ile kanser arasinda kuvvetli bir
iligki oldugu ve insanlar i¢in karsinojen olan ajanlarin % 90’min genotoksik etkili
oldugu belirlenmistir. Karsinojenlerin  ¢ogu, protoonkogenleri onkogenlere
doniistiren ve timor baskilayici genleri inaktif hale getiren gen mutasyonlarina
ve/veya kromozomal degisikliklere neden olarak karsinogenezin baslangicinda ve

gelismesinde rol oynamaktadir [32, 153, 154].
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Son yiizyilda, insanlarin kullanimina sunulan kimyasal maddelerin sayisinda artig
gozlenmesi ve genotoksik etkili olanlarin ciddi saglik sorunlarina yol agtiginin
belirlenmesi, bu tip ajanlarin tespit edilmesini saglayan genotoksisite testlerinin
gelistirilmesine neden olmustur [155, 156]. Giiniimiizde bu testler; pestisitler,
endiistriyel kimyasallar, ¢oziiciiler, gida katki maddeleri ve ilaglar gibi kimyasal
maddelerin genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin tespitinde yaygin kullanim

alan1 bulmustur [32].

2.3.1. Yeni ilag gelistirme ¢calismalarindaki yerleri ve 6nemleri

Dogal kaynaklardan elde edilen veya laboratuvarda sentezlenen aday ilaglar,
piyasaya sunulmadan 6nce preklinik ve Klinik arastirma donemlerinden gegirilir.
Preklinik arastirma donemi; yeni ilaglarin etkinlikleri ile giivenilirliklerinin saglikli
canli hayvanlar, izole organ preparatlari ve hiicre kiiltiirleri tizerinde degerlendirildigi
caligmalar1 igeren ve 2-3 yil siiren donemdir [157, 158]. Bu donemde yiiriitiilen
caligmalarin basinda, insanlar i¢in giivenli bilesikleri bulmay1 amaglayan toksikolojik
arastirmalar gelir. Toksikolojik arastirmalar, toksikokinetik galismalari ve toksisite
testlerini igerir. Toksikokinetik calismalarda, incelenen maddenin organizmada
emilimi, dagilimi, metabolizmasi, biyotransformasyonu ve atilimi incelenir. Toksisite
testlerinde ise akut, subakut, kronik, subkronik ve 6zel toksisite incelemeleri yapilir

[159].

Akut toksisite testleriyle, kimyasal maddeye 24 saatten az bir siire i¢cinde bir veya
birgok kere maruz kalma sonrasinda meydana gelebilecek ani zehirlenme etkileri
incelenir. Subakut toksisite testleriyle, maddeye bir ay veya daha az siirede maruz
kalma sonrasinda meydana gelebilecek etkiler incelenir. Subkronik toksisite
testleriyle, maddeye 1-3 ay arasinda maruz kalma sonrasinda meydana gelebilecek
etkiler arastirilir. Kronik toksisite testlerinde, maddenin akut toksisiteye yol
acmayacak diisiik dozlarinin 3 ay veya daha uzun siire ile giinliik veya sik dozlar
seklinde verilmesiyle olusan etkiler incelenir. Ozel toksisite testlerinde ise, aday ilag
molekiiliiniin genotoksik, karsinojenik, teratojenik, transplesental, immunotoksik,

norotoksik ve iiremeyle ilgili toksik etkileri arastirilir [159].
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Preklinik arastirma doneminden basariyla gegen aktif ilag maddeleri igin, daha sonra
klinik aragtirma donemi baglar. Bu donemde yapilan caligsmalar, insanlar iizerinde
gergeklestirilir ve 4 fazda yapilir. Faz I ¢calismalari, genellikle 20-80 saglikli goniillii
tizerinde giivenilirlik ve etkinlik yoniinden uygun doz araliginin saptanmasi amaciyla
yapilir. Yaklasik 9-18 ay siirer. Ilacin belirli bir uygulama yolundan verilmesiyle,
insanda maksimum tolere edilebilen doz belirlenir. Bu fazin amagclari, ilacin
insanlardaki giivenilirliginin, doz sinirlayict istenmeyen etkilerinin, toksisitesinin,
etki mekanizmasinin, yapi aktivite iliskisinin, farmakokinetik profilinin ve faz II
caligmalar i¢in insanlara verilecek farmasotik seklinin belirlenmesidir. Faz 11
calismalari, 100-300 hasta goniilliide ve faz I’de saptanan tolere edilebilir doz ile 1-3
yil devam eden g¢aligmalardir. Ana amaci, ilacin etkinligini incelemektir. Diger
amaglari, ilacin hedef hasta grubundaki terapotik ve profilaktik dozunu belirlemektir.
Faz III ¢aligmalar, 1000-3000 hasta goniilliide 3-4 yil siiren genellikle cok merkezli,
cok uluslu, randomize, ¢ift kor nitelikteki ¢alismalardir. Bu ¢alisma siireci, ilacin
klinik etkinliginin ve yan etkilerinin daha genis bir hasta populasyonunda
degerlendirilmesini saglar. Faz III ¢alismalar1 ile yeterli veriler elde edildikten sonra,
iriiniin ilag olarak kullanilabilmesi i¢cin onay alinmasi gerekir. Her {ilkenin yeni
ilaclarla ilgili yapilmis arastirmalari onaylayacak ve ilaca ruhsat verecek resmi
makamlar1 vardir. Faz IV caligmalar, ruhsat almig bir ilag ile yapilan pazarlama
sonrasi izlem caligmalaridir. ilaci kullanmakta olan genis hasta topluluklarmin sdz
konusu oldugu bu caligmalarin ana amaci, uzun siireli giivenilirlik verilerinin
toplanmasidir.  Ayrica, ilacin maliyet-yarar-risk oranlarmin analiz  edilmesi,
etkinliginin daha genis hasta gruplarinda gosterilmesi, ilaca bagli gelisen ve ender
rastlanan ciddi istenmeyen reaksiyonlarin ve ilag¢ etkilesimlerinin belirlenmesi, ilagla
ilgili cevaplanmamis sorularin cevaplanmasi ve ayni endikasyon i¢in kullanilan

ilaglarla yeni ilacin karsilagtirilmasi da amaglanir [158].

Yeni gelistirilen bir ilacin onay alabilmesi i¢in, preklinik ve klinik arastirma
donemlerinde elde edilen ilaca ait kalite, emniyet ve etkinlik ile ilgili ayrtili
bilgilerin diizenleyici makamlara sunulmasi gerekir. Toplanmasi yillarca siiren ve
elde edilmesi milyonlarca dolara mal olan bu bilgilerin, farkl: iilkelerin makamlar

tarafindan degisik formatlarda ve standartlarda istenmesi yeni ilaglarin kullanima
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cikmasini geciktirmekte ve aragtirmalarda gereksiz goniillii, deney hayvani veya test
materyali kullanimma neden olmaktadir. Dolayisiyla, bu bilgileri elde etmek i¢in
yapilacak deneysel arastirmalarin, uluslararasi gegerliligi olan Uluslarars1 Uyum
Konferans1 (ICH) ile Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) kilavuzlarinda
basamaklandirilmig standart bir yaklasimla uygulanmasi kabul goérmektedir. Bu
kilavuzlar, iiye iilkeler i¢cin baglayici olsa da, iiye iilkelere ila¢ ihra¢ edebilmek ve
uluslararasi ilag arastirmalarinda daha cok yer alabilmek i¢in bu kilavuzlardan

haberdar olmak ve bunlara uyum saglamak gerekmektedir [160].

ABD, Avrupa Birligi ve Japonya’nin diizenleyici makamlar1 ile ila¢ endiistrisi
derneklerinin katilimi ile kurulmus ICH’nin kilavuzlar kalite, emniyet, etkinlik ve
multidisipliner olmak {izere 4 ana baslik altinda toplanir. Insanlar iizerinde yapilan
klinik arastirmalara ait kilavuzlar, etkinlik basligi altindadir ve sayilari oldukca
fazladir. Emniyet ile ilgili kilavuzlar arasinda toksikokinetik, farmakokinetik,
akut/kronik toksisite, lireme toksisitesi, karsinojenite ve genotoksisite testlerine, yani
in vivo ve in vitro preklinik ¢aligmalara iliskin kilavuzlar vardir [160]. Tiirkiye nin
dahil oldugu 31 iiye iilkeden olusan OECD’nin de, ilaglar, endiistriyel kimyasallar,
pestisitler ve kozmetikler gibi kimyasal maddelerin insan sagligi iizerindeki
etkilerinin belirlenmesinde kullanilabilecek standardize edilmis toksikolojik test

metotlarini tarif ettigi kilavuzlar1 vardir [161].

Kemoterapide hastalar1 saglik riski olusturmadan tedavi etmek esas oldugundan,
preklinik arastirma déneminde genotoksisite ve karsinojenite gibi giivenlik testlerinin
yapilmasi ilag gelistirmede ¢ok onemli bir ilkedir. Bu testlerin sonuclari, ilacin
deneysel kosullardaki etkinliginden bile daha fazla énem tasimaktadir [162]. Ilaclarin
genotoksik ve karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in uzun zamanli, orta zamanh ve
kisa zamanli testler kullanilabilmektedir. Uzun zamanli testlerin temeli, deney
hayvanlarinin 6miirlerinin uzun bir periyodu boyunca belirli araliklarla ve belirli
dozlarda kimyasal maddeye maruz birakilmasina dayanmaktadir. Bu testler, iyi bir
tasarim, yiiritme, analiz, rapor, planlama, iyi hayvan bakimi, yiiksek standartlarda
patolojik ve istatiksiksel analiz gerektirir. Orta zamanl testler, genellikle siganlar

kullanilarak yapilmaktadir. Denenecek kimyasal maddenin hedef organi olarak
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karaciger kullanilabildigi gibi biitiin viicut da kimyasal maddenin hedefi olabilir.
Uzun zamanli testlerdeki zaman kaybimi aza indirmek igin gelistirilmislerdir.
Kimyasal karsinojenlerin taranmasinda etkili olan ito modeli (8 hafta) ve yeni dogan
fare modeli (yaklasik 12 ay) bilinen orta zamanl testlerdir. Orta zamanli ve uzun
zamanli testler maliyetlerinin fazla olmasi, sonuglarin hemen elde edilememesi,
kullanilacak deney hayvanin fizyolojik sartlar1 ve kalifiye eleman yetersizligi gibi
sebeplerden dolay1 daha az tercih edilmektedir. Kolay uygulanabilen, maliyeti daha
diisiik olan ve daha az zaman alan kisa zamanl testlerin kullanimi1 daha yaygindir.
Glinlimiizde artik tim diinyanin gecerliligini kabul ederek rutin olarak uyguladigi
kisa siireli testlerin kullanimi, sentez edilerek gida, saglik, kozmetik, temizlik ve
sanayi gibi alanlarda piyasaya sunulacak kimyasal bilesiklerin genotoksisite ve
karsinojenite potansiyellerinin 6ngoriilmesinde en akilct yaklagim olarak kabul
edilmektedir. Farkli hiicre tipleri lizerinde yapilabilen 200’den fazla kisa zamanl

test sistemi gelistirilmistir [163, 164].

Kisa siireli genotoksisite testleriyle ilgili genel kani, genotoksik etkilerin tamami
hakkinda bilgi saglayabilecek gecerlilikte bir testin olmadigi yoniindedir. Ciinkii,
farkli yontemler ya da organizmalar kullanilarak yapilan testlerle farkli sonuglar
aliabilmektedir [155]. Bu nedenle, bir kimyasal maddenin genotoksik potansiyelinin
birka¢ kisa zamanli genotoksisite testinin bir arada kullanildig: seri test sistemleri ile
degerlendirilmesi Onerilmektedir. Seri testlerin sonuglarinin, uzun zamanl testlerin
sonuclariyla paralel oldugu bildirilmistir. Farkli modellemeler olmakla beraber, bu
testlerde model hiicre olarak genellikle bakteriler ve memeli hiicreleri

kullanilmaktadir [156].

ICH ve OECD’nin genotoksisite ile ilgili kilavuzlarinda, ilag {iretiminde
kullanilabilecek bir etken maddenin piyasaya siiriilmeden Once mutlaka ¢
basamaktan olusan standart seri kisa siireli test sistemi kullanilarak genotoksik
acidan giivenirliginin test edilmesi gerektigi bildirilmektedir. Uglii seri olarak
adlandirilan bu sistemin ilk basamaginda, bakteriler {izerinde gerceklestirilen bir gen
mutasyon testi (Or: Salmonella typhimurium suslar1 ile AMES testi) yapilmasi

Onerilmektedir. Serinin ikinci basamaginda, memeli hiicrelerinde in vitro
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kromozomik hasarlar1 belirleyebilen sitogenetik bir test (6r: in vitro CA testi veya
MN testi) veya memeli hiicrelerinde in vitro gen mutasyon testi (6r: fare lenfoma
timidin Kinaz testi) yapilmasi 6nerilmektedir. Serinin son basamaginda ise, bir in vivo
kromozomal hasar testi (genellikle rodent hematopoietik hiicreleri tizerinde in vivo
MN veya CA testi) yapilmasi 6nerilmektedir. Bu basamak, bir kimyasal maddenin
genotoksik  aktivitesinin yam1 sira emilimi, dagilimi, metabolizmasi ve
uzaklastirilmas: hakkinda da bilgi verir. Boylelikle, in vivo testler ile bazilar
organizmada  biyotranformasyon sonrasinda olusan genotoksik  ajanlarin

belirlenmesinde kullanilabilir [161, 165, 166].

ICH ve OECD kilavuzlarinda, standartlara uygun olarak yapilan ve degerlendirilen
gl seri test sistemi ile negatif sonuglar veren kimyasal bilesiklerin genotoksik
olmadiklar1 ve giivenilir olduklar1 belirtilmektedir. Standart seri testlerden biri veya
daha fazlasiyla ile pozitif sonu¢ veren herhangi bir bilesigin ise genotoksik oldugu ve
risk degerlendirmesi i¢in daha fazla test yapilmasi gerektigi belirtilmektedir [153].
Literatiirde ilag etken maddelerinin veya yeni Sentezlenen aday ilaglarin
genotoksisite profilini arastirmis ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Bu g¢alismalarda
yaygin kullanilan standart kisa siireli genotoksisite testleri arasinda kromozomal
anormallikler (CA), mikronukleus (MN) ve komet (tek hiicre jel elektroforezi)
testleri vardir [32].

Ingilteredeki COM (The Committee on Mutagenicity of Chemicals in Food,
Consumer Products and the Environment) da 2011 yilinda yaymladigi kilavuzda
gidalardaki, tiiketici triinlerindeki ve ¢evredeki kimyasal maddelerin genotoksik
potansiyellerinin belirlenmesinde izlenilmesi gereken bir strateji yayinlamistir. Bu
stratejiye gore, kimyasal madde piyasaya siliriilmeden Once {ii¢ asamali bir
degerlendirmeden ge¢mek zorundadir. Bu kilavuza gore, birinci asamada, kimyasal
maddenin fizikokimyasal ozelliklerinin, yapi-aktivite iliskisinin incelenmesi ve
tarama testlerinin yapilmas: onerilmektedir. Ikinci asamada, in vitro genotoksisite
testleri (in vitro bakteriyel gen mutasyon testi (AMES), klastojenite ve andploidi i¢in
in vitro memeli hiicresi MN testi) yapilmas1 dnerilmektedir. Ugiincii asamada da, in

vivo genotoksisite testleri (klastojenite ve andploidi i¢in rodent MN ve CA testi), gen
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mutasyonu i¢in transgenik rodent mutasyon (TGR) testi ve DNA hasari i¢in rodent

komet testi yapilmasi onerilmektedir [167].

2.3.2. Kromozomal anormallikler (CA) testi

Genotoksisite riskini belirlemek i¢in kullanilan en hassas yontemlerden biri in vitro
ve in vivo kosullarda uygulanabilen kromozomal anormallikler (CA) testidir. /n vitro
CA testinde; kiiltiire edilmis sperm, fibroblast, kemik iligi ya da siklikla periferal kan
lenfositleri gibi memeli hiicreleri kullanilir. /n vivo CA testinde ise genellikle
vaskiilarizasyonu fazla ve hizli sirkiilasyona sahip olan kemik iligi hiicreleri
kullanilir. /n vitro CA testinde, hiicre kiiltiirleri hasat edilmeden 2 saat dnce; in vivo
caligmalarda ise hayvanlar sakrifiye edilmeden 2-4 saat once bir tiibiilin
polimerizasyon inhibitdrii olan ve hiicre boliinmesini metafaz safthasinda durduran
kolsisin uygulanir. Daha sonra, kiiltiirlerden veya kemik iligi hiicrelerinden elde
edilen metafaz hiicrelerinin kromozomlarinda ortaya c¢ikan sayisal ve yapisal
anormallikler tespit edilir. Kromozomal anormallikler, kromozomlarda mikroskobik
diizeyde gozlenebilen genetik degisiklerdir. Kromozomal anormalliklerin ¢ogu hasar
gormiis olan kromozomlarin tamir edilememesinden, yanlis tamirinden ya da hiicre
boliinmesi esnasinda kutuplara gocte olusan anormalliklerden kaynaklanmaktadir

[26, 32, 37, 168, 169].

Bu yontem ile belirlenebilen yapisal kromozom anormallikleri: kromatid kirigi,
kromozom kirig1, fragment, disentrik kromozom, halka kromozom, kardes kromatid
birlesmesi, kromatid degisimi, translokasyon, inversiyon, izokromozom ve
endoreduplikasyondur. Kromatid kirigi, bir kromozoma ait iki kromatitten bir
tanesinin kirik olmasi durumudur. Kromozom kirigi ise, bir kromozomun her iki
kromatidinde ayni1 noktada olusan kirilma sonucu meydana gelir. Iki kromozomun
uclarindaki kirilma ve sonra bu iki kromozomun kirilan uglarin birlesmesiyle
disentrik kromozom olusur. Bir kromozomun her iki kromatidinin uglarindaki
kirilma sonrasinda, bu kromatidlerin birlesmesi ile de kardes kromatidlerde birlesme
ad1 verilen kromozomal anormallik olusur. Fragment, kromozomlardan kopan

parcalarin kromozomdan ayr1 bir yerde bulunmasi durumudur [170].
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Translokasyon, kromozomal bir kopma sonucu olusan kopuk bir uca homolog
olmayan kromozomlardan baska bir kopuk parcanin yapismasidir. Kromozom
parcast yer degisimleri, tek tarafli veya karsilikli (resiprokal) olabilir. inversiyon, bir
kromozomun i¢inden kopan parganin 180° ters donerek tekrar aymi yere
yapigmasidir. Izokromozom, Kkromozomal bir kopma sonucu primer bogumda
meydana gelen, kardes kromatidlerin birlesmesiyle olusan ve kromozom kollarinin
her ikisinin de birbiriyle aynmi oldugu kromozomlardir. Halka kromozom, bir
kromozomun iki ucunda da meydana gelen kromozomal kopma sonucu olusan kirik
uclarin  birlesmesi ile meydana gelir. Kromatid degisimi, triradyal (ii¢li) ve
quadriradyal (dortlii) sekillerde kromozom kollarmin yan yana gelmesiyle ve
kromatidlerin birbiriyle degismesiyle olusur. Bazi durumlarda bdliinmeyen
hiicrelerin DNA's1 tekrar replike olur ve bunun sonucunda 6nceki kromozomun her
bir kromatitinden iki kromatidli birer kromozom meydana gelir. Birbirinden
ayrilmayip bir arada kalan kromozomlar metafaz plaginda iki kromozom ve dort
kromatitden olugmus olarak  goriilen yapilar olusturur. Bu yapilara

endoreduplikasyon ad1 verilir [170].

Bilinen veya siiphelenilen genotoksik ajanlara, g¢evresel veya mesleki olarak
maruziyet sonrast olusan erken biyolojik etkinin gosterilmesinde en fazla kullanilan
biyoizlem testlerinden biri olan CA, diger biyoizlem testleri arasinda altin standart
olarak tanimlanmustir. Cilinkii kromozomal aberasyonun indiiksiyon mekanizmalari
¢ok 1iyi bilinmektedir. Ayrica ¢ogu mutajen veya Kkarsinojenin kromozomal
aberasyonunu indiikledigi gosterilmistir [35]. Tiim genomdaki hasarin izlenmesini
mimkiin kilan CA teknigi ile kanser riskinin erken donemde belirlenmesi
miimkiindiir [26, 33, 36,169, 171]. insan populasyonlar1 iizerinde yapilan calismalar,
periferal kan lenfositlerinde go6zlenen kromozomal anormallik sikliginin, hem
genotoksik karsinojenlere maruz kalmanin erken biyolojik etkilerini, hem de kansere
bireysel duyarlilign yansittigini dolayisiyla insanlarda kanser riskiyle ilgili bir
biyolojik gosterge oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu ¢alismalar, periferal
lenfositlerdeki spontan kromozom anormalliklerinin frekansi ile kanser olugumu

arasinda dogru orant1 oldugunu bildirmistir [172, 173, 174, 175, 176, 177].
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2.3.3. Mikronukleus (MN) testi

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan geleneksel sitogenetik
metodlardan bir digeri de mikronukleus (MN) yontemidir [178]. Bu yontem,
sitogenetik  harabiyetin  tespitinde kromozom analizine gore daha Kkolay
uygulanabilmektedir. Ayrica, daha fazla sayida hiicre sayilmasini ve istatistiksel
yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesini saglamaktadir. Bu avantajlarindan
dolay1 yaygin kullanim alani bulmustur [176, 179]. Giiniimiizde mitoz gegiren tiim
bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde in vivo ve in vitro olarak uygulanabilen MN testi,
gevresel maruziyetlere bagli olusan genotoksik etkinin gosterilmesinde en az
kromozomal aberasyon teknigi kadar sik kullanilmaktadir [35]. MN testi, in vitro
calismalarda nukleer boliinme indeksinin, in vivo calismalarda ise polikromatik
eritrositler ile normokromatik eritrositler arasindaki oran kullanilarak sitotoksisitenin

tahmin edilmesini de saglamaktadir [180].

In vitro MN testinde, uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiiltiirlerine, ilk
mitozdan Once kiiltiiriin yaklagik 44. saatinde kiif mantarlarinin metabolitlerinden
biri olan sitokalasin B (Cyt-B) ilave edilir. Cyt-B, sitokinez sirasinda kardes
niikleuslar arasindaki sitoplazmayi1 daraltan mikrofilament halkanin olusmasi igin
gerekli olan aktinin polimerizasyonunu inhibe eder. Boylece, ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamis ancak stoplazmik bdliinmesini gergeklestirememis ¢ift ¢ekirdekli
(biniikleat) hiicreler elde edilir. inkubasyon siiresi sonunda, hazirlanan preparatlarda
biniikleat hiicrelerdeki MN’ler sayilir. Binukleat hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi ile
hiicrenin bir kez bolinmiis oldugu ispatlanmis olur. Test maddesi ile muamele
edilmis hiicrelerden olusan biniikleat hiicrelerdeki MN’ler, en az bir hiicre boliinmesi
yoluyla yavru hiicrelere gecen genetik hasar1 ifade eder. /n vivo MN testinde ise,
sitokinezi bloke edilmemis memeli eritrosit hiicrelerindeki MN siklig1 belirlenir. Bu
yontemde genellikle kemik iligindeki ve/veya periferal kan hiicrelerindeki
olgunlasmamis (polikromatik) eritrositlerin  MN olusumu bakimindan analizi
yapilarak, test edilen bilesigin genetik bir hasar olusturup olusturmadigi saptanir
[32].



31

MN’ler, spontan ya da indiiklenmis olarak ya asentrik kromozom fragmentlerinin ya
da biitiin kromozomlarin hiicre bdliinmesi sirasinda ana ¢ekirdek disinda kalmasiyla
ayr1 bir yavru ¢ekirdek seklinde olusmaktadir. Mitozun anafazinda sentrik elementler
kutuplara ¢ekilirken, klastojenik ve/veya anojenik etkiler sonucu ortaya cikmis
asentrik elementler ve ig ipliklerine baglanamamis kromozomlar kutuplara
gidemezler. Boylece hiicre boliinmesi sonunda, ayni hiicre sitoplazmasi i¢inde ana
nukleuslarin yaninda, onunla ayni sekil, yap1 ve boyanma o6zelligi gosteren kiiciik
kiiresel yapilar olarak go6zlenirler. Bu yapilar anafaz evresinde geri kalan
kromozomlar, asentrik kromozom fragmentleri veya yavru nukleusa girmeyen
kromozomlarin yogunlagmasiyla olusmaktadir [35, 181]. Anojenler, sentromer
boliinme hatalarina ve ig iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak;
klastojenler ise kromatid veya kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna
katkida bulunurlar [181].

Mikronukleus testi, mutajenik ve/veya anojenik etkilerin belirlenmesinde hizli ve
giivenilir bir test olarak kabul goérmektedir. Bu nedenle, insanlarin genotoksik
kimyasallara maruziyetinin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir [165]. Yapilan
caligmalarda, kanser hastalarindan alinan periferal kan lenfositlerindeki MN
frekansinda belirlenen artisin, kanser olusan hedef dokudaki MN frekansi kadar
oldugu bulunmustur. Epidemiyolojik  ¢aligmalar ve bazi  kimyasallarin
genotoksisitenin arastirildigi ¢alismalar, insan periferal lenfositlerinde artmis MN
frekansi ile kanser insidansi arasinda 6nemli bir iligki oldugunu ortaya koymustur

[176, 182, 183, 184, 185, 186, 187, 188].

2.3.4. Tek hiicre jel elektroforezi (komet) testi

Tek hiicre jel elektroforezi veya yaygin olarak kullanilan diger adi ile komet analizi,
kimyasal veya fiziksel ajanlarin canli hiicreler iizerindeki genotoksik etkilerinin
gostergesi olan DNA hasar oranini 6lgen floresan mikroskobik bir metottur. Bu
metot, diisiik diizeydeki DNA hasarlarin1  gosterebilmesi, fazla ekipman
gerektirmemesi, farkli hiicre tipleri iizerinde uygulanabilmesi, basit, hizli, duyarl,

giivenilir ve ekonomik olmasi gibi nedenlerle son yillarda yaygin bir kullanim alani
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bulmustur. Komet analizi ilk olarak, insan ve hayvan hiicreleri iizerinde
uygulanmistir. Daha sonra bitkiler, bakteriler, funguslar tizerinde de denenmis ve
basarili sonuglar elde edilmistir. Bu teknikte insan hiicreleri olarak, en sik lenfositler
kullanilmaktadir. Ayrica, bu teknikte nasal veya gastrik mukoza, lens, deri, kolon,
fibroblast, pankreas, {reme ve adenokarsinom gibi insan hiicreleri de
kullanilabilmektedir [29, 189].

Tek bir hiicredeki DNA zincir kiriklarinin belirlenmesini saglayan komet testi, DNA
hasarmin hiicresel seviyede gozlenebilmesini saglar. Ayrica DNA tamir aktivitesinin,
alkali sartlarda tayin edilebilen hasarlarin, ¢apraz baglanmalarin ve tamamlanamamis
eksizyon tamir bolgelerinin tayinine de olanak saglar [190, 191]. Komet analizinin
ayr1 amaglara yonelik olan ve genellikle kullanilan iki farkli uygulamasi vardir [192].
Bu uygulamalardan biri, ¢oziilme ve elektroforez asamalarinin notral kosullar altinda
gerceklestirildigi notral komet teknigidir. Notral komet teknigi ile sadece DNA ¢ift
sarmal kiriklar tayin edilebilmektedir. Halbuki, DNA’da hasar olusturan ajanlarin
¢ogu, DNA ¢ift sarmalindan ¢ok DNA tek sarmalinda hasarlar meydana
getirmektedir. Teknikteki ¢oziilme ve elektroforez asamalarmin alkali kosullar
altinda gergeklestirildigi alkali komet teknigiyle ise ¢ift zincir kiriklarinin yani sira
tek zincir kiriklar1 da tanimlanabilmektedir [193, 194].

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan metot olan Singh ve ark.’nin gelistirdigi alkali komet
tekniginde ilk olarak, canli dokulardan izole edilen hiicreler mikroskop lami
tizerindeki agaroz jel igerisine gomiilir. Daha sonra, bu lamlar yiiksek
konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren lizis soliisyonunda bekletilir. Lizis soliisyonu,
hiicre ve g¢ekirdek zarlarmni eriterek, ¢ekirdekteki siiperkoil DNA’nin agaroz iginde
serbest kalmasimi saglar. Lizis asamasindan sonra, sarmal yapida olan DNA
zincirlerinin ¢6ziiliip gevsemesi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi i¢in lamlar yiiksek alkali
ozellikteki (pH>13) elektroforez tampon ¢ozeltisine daldirilir ve inkubasyona
birakilir. Inkubasyon tamamlandiktan sonra, DNA’lar bu tampon ¢dzelti icerisindeki
elektriksel alanda elektroforeze tabi tutulur. Elektroforezi takiben olusan alkali
ortami notrlestirmek ve lamlardan mikroskop altinda net goriintii alinmasim

saglamak icin, preparatlar notralizasyon tamponu ile yikanir. Notralizasyon
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asamasindan sonra ise, DNA molekiilleri ethidyum bromiir gibi DNA’ya spesifik

boyalarla boyanip, goriintiileri floresan mikroskop altinda incelenir [189].

Boyanmis preparatlarin mikroskobik incelemesinde, DNA’lar igerdikleri hasarin
derecesine gore, dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar cesitli
derecelerde goriintiiler olustururlar. Hasarsiz DNA’lar, elektoforez esnasinda
biitiinliiklerini kaybetmeden anota dogru ytiriidiiklerinden dairesel sekilde goriiliirler.
Genotoksik ajanlarla hasarlanmis, tamir mekanizmalari ile tamir edilememis ve tek
veya ¢ift zincirlerinde kirilmalar olusmus DNA zincirleri ise, farkli molekiil
agirliklarina ve farkl elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektroforez agamasinda
anota dogru farkli hizlarda go¢ ettiklerinden kuyruklu yildiz seklinde goriintiiler
olustururlar. Yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamina gelen komet adinin
verilmesi bu sebeptendir [189]. Karakteristik komet goriintiilerinin analizi, floresan
mikroskop tizerine monte edilen kapali sistem dijital kamera baglantis1 ile yapilir. Bu
analizler i¢in, bircok sirket tarafindan gelistirilmis olan yazilimlar kullanilmaktadir.
Programlar komet basini kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, kuyruktaki
DNA yogunlugu, kuyruk momenti gibi parametreleri belirleyebilecek sekilde

tasarlanmustir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Test maddeleri

Sakarya Universitesi Kimya Béliimii’nde; siilfonilamit (18,25 gr, 0,106 mol), 1,3

dikarbonil bilesikleri (0,127 mol) ve trietil [ortoformat] (16 mL) karisimmin 100 mL
etanol icerisinde 3 saat reflukse edilmesiyle sentezlenmis ve H NMR, C NMR, IR,
elemental analizle karakterizasyonlar1 yapilmig metilenaminobenzen siilfonamit
tirevleri Sekil 3.1.°de goriilmektedir. ilag etken maddeleri olarak kullanilma
potansiyeline sahip olabilecekleri diisiiniilerek sentezlenmis bu bilesiklerin, insan
viicudunda en bol bulunan ve en yaygin dagilim gosteren insan kanindan

saflastirilmis KA | ile KA Il izoenzimleri tizerindeki inhibitor etkileri de Balikesir

Universitesi Kimya Boliimii’nde incelenmistir [195].
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Sekil 3.1. Metilenaminobenzen siilfonamit tiirevlerinin sentezi [195]
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KA inhibisyonu incelemeleri sonucunda, yeni sentezlenen metilenaminobenzen
stilfonamit tiirevlerinden 4-((4,4-dimetil-2,6-dioksosikloheksiliden)
metilamino)benzen siilfonamit’in (2b) KA I’i diger maddelere gore daha kuvvetli
inhibe ettigi (IC50=2,12 uM); 4-((1,3-dimetil-2,4,6-triokso-tetrahidropirimidin-
5(6H)-iliden) metilamino)benzen siilfonamit’in (2e) de KA II’yi diger maddelere
gore daha kuvvetli inhibe ettigi (1Cs50=2,52 uM) tespit edilmistir [192]. Bu nedenle,
2b ve 2¢ bilesikleri, bu tez calismasinda genotoksik profilleri arastirilan test

maddeleri olarak se¢ilmistir.

3.1.2. Periferal kan

Calismamizda sigara igcmeyen, alkol kullanmayan, kronik hastaligi olmayan, son 1
hafta iginde herhangi bir ila¢ kullanmayan, son 6 ay igerisinde teshis ya da tedavi
amactyla herhangi bir 1g1na maruz kalmamais, 20-25 yaglar1 arasinda saglikli iki erkek

iki bayan dondrden alinan periferal kanlar kullanilmistir.

3.1.3. Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler

- Kromozom medium B

Cat No: F 5023

Marka: Biochrom

Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde, kan hiicrelerinin ¢ogaltilmasi

i¢in besiyeri olarak kullanilmistir.

-Mitomisin C (Cy5H1gN,4O)

Cat No: 50-07-7

Marka: Applichem

Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde, pozitif kontrol olarak

kullanilmastir.
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- Kolsisin (C22H25NOg)

Cat No: 64-86-8

Marka: Sigma

Kromozomal anormallik testinde, hiicrelerde ig ipliklerini depolimerize ederek,

kromozomlarin metafaz plaginda kalmasini saglamak i¢in kullanilmistir.

-Potasyum kloriir (KCI)

Cat No: 7447-40-7

Marka: Merck

Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde, hipotonik soliisyonun
hazirlanmasinda kullanilmistir.  Hipotonik soliisyon, eritrosit hiicre zarlarinin

patlamasini saglar ve bu sekilde 16kositlerin izolasyonuna yardim eder.

-Metanol (CH30OH)

Cat No: 67-56-1

Marka: Merck

Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde, fiksatifin hazirlanmasinda

kullanilmustir.

-Asetik asit (CH3;COOH)

Cat No: 64-19-7

Marka: Merck

Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde, fiksatifin hazirlanmasinda
kullanilmistir. 3 birim metanol ve 1 birim asetik asitten olusan fiksatif, 16kositlerin

canli hallerine en yakin sekilleriyle kalmasini saglar.

-Giemsa boyasi
HS Kodu: 3204-19-00
Marka: Merck

Preparatlarin boyanmasi isleminde kullanilmistir.
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-Tampon A (KH,PO,)
Cat No: 7778-77-0
Marka: Sigma Aldrich

Giemsa boyasinin hazirlanmasi esnasinda, tampon ¢ozelti olarak kullanilmustir.

-Tampon B: (Na;HPO,)
Cat No: 7558-79-04
Marka: Sigma Aldrich

Giemsa boyasinin hazirlanmasi esnasinda, tampon ¢ozelti olarak kullanilmustir.

-Entellan
HS kodu: 3208-20-10
Marka: Merck

Hazirlanan preparatlarin daimi preparat haline doniistiiriilmesinde kullanilmistir.

-Heparin (C12H19N02083)
Ad1: Nevparin enjektabl 25000 1.U. / 5 mL
Marka: Mustafa Nevzat

Hiicre kiiltiirlerinde kanin pihtilagmasini engellemek amaciyla kullanilmigtir.

-Sitokalasin-B (C29H37N05)
Cat No: 14930-96-2
Marka: Applichem

Mikronukleus testinde, sitokinezin olusumunu bloke etmek amaciyla kullanilmigtir.

-Fosfat tamponu (PBS)
Cat No: L1825
Marka: Biochrom

Komet testinde, tampon olarak kullanilmistir.
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-Sodyum klortir (NaCl)
Cat No: 7647-14-5
Marka: Merck

Komet testinde, lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilmistir.

-Hidrojen peroksit (H205)

Cat No: 7722-84-1

Marka: Applichem

Komet testinde, pozitif kontrol olarak kullanilmstir.

-Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

Cat No: 6381-92-6

Marka: Applichem

Komet testinde, elektroforez tamponunun ve lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasinda

kullanilmustir.

-Tris-hidroksimetil-aminometan (Tris)

Cat No: 77-86-1

Marka: Applichem

Komet testinde, lizis ¢ozeltisinin ve notralizasyon tamponunun hazirlanmasinda

kullanilmastir.

-Sodyum hidroksit (NaOH)

Cat No: 13-10-73-2

Marka: Applichem

Komet testinde, elektroforez tamponunun hazirlanmasinda ve lizis stogunun pH’inin

ayarlanmasinda kullanilmistir.

-Triton X
Cat No: 9002-93-1
Marka: Applichem

Komet testinde, lizis soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.



39

-Dimetilsiilfoksit (DMSO)
Cas No: 67-68-5
Marka: Applichem

Komet testinde, lizis soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilmistir.

-Diistik erime 1s1l1 agar (LMA)
Cat No: 9012-36-6
Marka: Applichem

Komet testinde, lenfositlerin i¢ine gomiildiigii ortam olarak kullanilmistir.

-Yiiksek erime 1s1l1 agar (NMA)
CaT No: 9012-36-6
Marka: Applichem

Komet testinde, lamlarin kaplanmasi i¢in kullanilmistir.

-Etidyum bromiir (EtBr)

Cat No: 1239-45-8

Marka: Applichem

Komet testinde, DNA’nin boyanmasini ve floresan mikroskobu altinda gézlenmesini

saglamak i¢in kullanilmistir

-Tripan mavisi
Cat No: L 6323
Marka: Biochrome

Komet testinde, hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir.

-Biocoll
Cas No: L 6115
Marka: Biochrome

Komet testinde, lenfosit ayirici soliisyon olarak kullanilmistir.



3.1.4. Cahismalarda kullanilan cozeltiler

-Tampon A
KH2PO4 oo 11,34 gr
Distile SU ...coovvvveiiiiieiei 250 mL
-Tampon B
Na;HPO412H,0 ... 14,83 gr
Distile SU ..cvevveiieiiieiiee 250 mL

-0,075 M KCI ¢ozeltisi

-Kolsisin (0,06 pg/mL)
KOIKISIN....coviviiiiiiee e, 0,01 gr
Distile SU ...coevvvieiiiieiiiiee, 10 mL

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 87,47 uL alinmig ve 10 mL’ye tamamlanmustir.

-Mitomisin C (MMC) (0,2 pg/mL)
Mitomisin C .........ccccevevveenee 2 mg
Distile SU ...coovvevviieiiee 2mL

Hazirlanan stok ¢ozeltiden 110 pL alinmis ve 1 mL’ye tamamlanmuistir.

-Sitokalasin B (5,2 pg/mL)

Sitokalasin............ccccceveveennnne 5mg



41

-0, 2 M EDTA ¢ozeltisi
EDTA oo, 1, 488 gr
Distile SU ..ooooovveeeieeeeeeeee, 20 mL

Distile SU .....ccccovvvriiciiie 50 mL
Hazirlanan stok ¢ozelti + 4 °C’de saklanmistir. Lamlar boyanacag zaman ¢ozelti 1:4

oraninda distile su ile seyreltilip kullanilmistir.

-Stok lizis ¢ozeltisi

25 M NaCl......ccoovvvveiiiennn, 43,83 gr
10 MM TS e 0,36 gr

100 MM EDTA ..o 11,16 gr
Distile SU ...covveveiiecieei 270 mL

Cozeltinin pH’s1 10 M NaOH ile 10’a ayarlanmistir. Hazirlanan stok lizis ¢ozeltisi
oda sicakliginda saklanmistir. Kullanmadan once her 100 mL ¢ozelti igin 1 mL

Triton X ve 10 mL DMSO ilave edilmistir.

-Elektroforez tamponu

I0MNaOH.......cccveee 40,50 mL
0,2MEDTA ..o, 7,29 mL
Distile SU ..cooveeeeeeeeeeeeee 1350 mL

-Notralizasyon tamponu

(075 I I 4 [ 15,55 gr

Distile SU ....ccooviiiiiiiies 300 mL

Cozeltinin pH’s1 konsantre HCl ile p H=7,5’e ayarlanmigtir.



-Diisiik erime sicakligina sahip agar

42
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3.2. Metot

3.2.1. Kromozomal anormallik testi

Besiyerleri (Kromozom medium B) steril tiiplere 2,5 mL olacak sekilde dagitilmistir.
Calismamizda 2b maddesi i¢in 3 uygulama dozu (0,53, 1,06 ve 2,12 ug/mL) ve
pozitif kontrol, negatif kontrol, ¢oziicii kontrol kullanilmistir. 2e maddesi igin de 3
uygulama dozu (0,63, 1,26 ve 2,52 ug/mL) ve pozitif kontrol, negatif kontrol, ¢oziicii
kontrol kullanilmigtir. Saglikli 4 bireyden 1/10 oraninda heparinli periferal kanlar
alimmigtir. Donorlerden alinan bu kanlardan 0,2°ser mL, tiiplerdeki 2,5 mL’lik
besiyerlerine aktarilmistir. Tiipler 5nceden 37 °C’ye getirilmis olan etiive kaldirilarak
72 saat siireyle inkiibe edilmistir. Kiiltiir siiresi boyunca, tiipler hergiin 3 defa alt iist
edilmistir. Kiiltiirdeki tiiplere, ila¢ uygulama siiresine gore madde ekimi yapilmustir.
24 saatlik maruziyet igin kiiltlir siiresinin 48. saatinde, 48 saatlik maruziyet igin
kiiltiir siiresinin  24. saatinde kiiltiir ortammna 0,53, 1,06, 2,12 ug/mL’lik
konsantrasyonlarda 2b maddesi ve 0,63, 1,26, 2,52 ng/mL’lik konsantrasyonlarda 2e
maddesi uygulanmistir. Ayni1 zamanda negatif kontrol olarak steril distile su, ¢oziicl
kontrol olarak dimetilsiilfoksit (DMSO), pozitif kontrol olarak mitomisin C (MMC)
(0,2 pg/mL) eklenmistir. Calismanin 70. saatinde tiiplere ig ipliklerinin

depolarizasyonunu saglayan kolsisin (0,06 pg/mL) eklenmistir.

Kiiltiir siiresi sonunda, tiipler 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden
sonra siipernatantlar1 atilan tiiplere, sicaklif1 énceden 37 °C’ye getirilmis 0,075 M
KClI’den 5’er mL vorteks iizerinde ilave edilmistir. Hipotonik soliisyonun
eklemesinin ardindan, tiipler 37 °C’lik etiivde 30 dk bekletilmistir. Siire sonunda,
tipler tekrar 1200 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatantlari atilmustir.
Sonrasinda, her tiipe daha 6nceden hazirlanmis ve +4 °C’de buzdolabinda bekletilmis
soguk fiksasyon g¢ozeltisinden (3 metanol:1 asetik asit) 5’er mL vorteks {izerinde
eklenmistir. Bu islemden sonra, tiipler 45 dk buzdolabinda bekletilmistir. Ardindan,
tipler tekrar santrifiij edilerek (10 dk, 1200 rpm) siipernatantlar1 atilmis ve tekrar
damla damla soguk metanol:asetik asit (3:1) fiksatifinden 5’er mL her tiipe vorteks

tizerinde eklenmistir. Bu islemden sonra, tiipler tekrar santrifiij edilip (1200 rpm, 10
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dk) siipernatantlari atilmis ve fiksatif ekleme islemi bir kez daha yapildiktan sonra
tiiplerin i¢indeki konik kisma kadar olan kisim atilmistir. Kalan kisim pastor pipeti
ile pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Elde edilen hiicre kiiltiirleri 6nceden
temizlenmis (saf suyla yikanmis ve ¢alisma zamanma kadar -20 °C’de bekletilmis)
lamlar tizerine damlatilarak preparat hazirlanmigtir. Hazirlanan preparatlar 1 giin
kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar, tampon A ve tampon B kullanilarak pH
6,8 olacak sekilde hazirlanmig % 5°1ik giemsa boyasi ile 15-20 dk boyanmis ve daimi

preparat haline getirmek icin entellan ile kapatilmistir.

3.2.1.1. Mitotik indeks ve kromozomal anormalliklerin incelenmesi

Mitotik indeks (MI)’in saptanmasinda, biitiin uygulama dozlarinda her bir birey i¢in
3000 hiicre (toplam 12000 hiicre) incelenmistir. Boliinen hiicre sayisinin, toplam
hiicreye oranmin yiizde cinsinden hesaplanmasiyla mitotik indeks belirlenmistir.
Kromozomal anormallikler, biitiin uygulama dozlarinda her bir birey igin 46
kromozomlu ve kromozomlari iyi dagilmis 100’er hiicre (toplam 400 hiicre)
degerlendirilerek saptanmustir. Incelenen toplam hiicre igindeki anormal hiicre
yiizdeleri ve hiicre basina diisen kromozomal anormallik (CA/Hiicre) sayilar1 da
belirlenmistir. Sekil 3.2.’de kromozomal anormallik testinin 24 saatlik uygulanigini
gosteren bir diyagram yer almaktadir. 48 saatlik uygulamada, 24 saatlik
uygulamadan farkli olarak sadece etiivdeki kiiltire 24. saatte madde ekimi

yapilmistir. Diger tiim protokol 24 saatlik uygulama metodu ile aynidir.
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3.2.2. Mikronukleus testi

Besiyerleri (Kromozom medium B) steril tiiplere 2,5 mL olacak sekilde dagitilmustir.
Bu testte, 2b maddesi i¢in 3 uygulama dozu (0,53, 1,06 ve 2,12 ug/mL) ve pozitif
kontrol, negatif kontrol, ¢6ziicti kontrol kullanilmigtir. 2¢ maddesi i¢in 3 uygulama
dozu (0,63, 1,26 ve 2,52 ug/mL) ve pozitif kontrol, negatif kontrol, ¢6ziicii kontrol
kullanilmistir. Alinan kanlardan 0,2°’ser mL, tliplerdeki 2,5 mL’lik besiyerlerine
aktarilmistir.  Tiipler 6nceden 37 °C ye getirilmis etiive kaldirilarak, 72 saat kiiltiire
alimmigtir. Kiiltlir siiresince, tiipler herglin 3 defa alt st edilmistir. Kiiltiiriin
baslangicindan itibaren 24. saatte, kiiltir ortamima 0,53, 1,06, 2,12 pg/mL’lik
dozlarda 2b maddesi ve 0,63, 1,26, 2,52 pg/mL’lik dozlarda 2e maddesi
uygulanmigtir. Ayni zamanda negatif kontrol olarak steril distile su, ¢oziicii kontrol
olarak dimetilsiilfoksit (DMSO) ve pozitif kontrol olarak mitomisin C (MMC) (0,2
ug/mL) eklenmistir. Kiiltiirin 44. saatinde, tiiplere sitokinez inhibitorii olan
sitokalasin B (5,2 ug/mL) eklenmistir.

Kiiltiir siiresi bitiminde, tiipler etiivden ¢ikarilmis ve 1000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra tiiplerdeki siipernatantlar atilmis ve tiiplere 6nceden
hazirlanip +4 °C’ye getirilmis 0,075 M KCI ¢odzeltisinden (hipotonik soliisyon) 5’er
mL vorteks ilizerinde ilave edilmistir. Ardindan, tiipler +4 °C’de buzdolabinda 5 dk
bekletilmistir. Siire sonunda, tiipler tekrar 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve
siipernatantlar1 atilmistir. Sonrasinda, daha Onceden hazirlanmis ve +4 °C’de
buzdolabinda bekletilmis, soguk fiksatif ¢ozeltisinden (3 metanol : 1 asetik asit) 5’er
mL her tiipe vorteks iizerinde eklenmistir. Bu islemden sonra, tiipler +4 °C’de 15 dk
buzdolabinda bekletilmis ve ardindan tekrar santrifiij edilmistir (10 dk, 1000 rpm).
Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmistir. Tekrar damla damla soguk metanol:asetik
asit (3:1) fiksatifinden 5’er mL her tiipe voteks iizerinde eklenip, tiipler tekrar
santrifiij edilmis (1000 rpm, 10 dk) ve siipernatantlar atilmistir. Bu islemden sonra,
daha onceden hazirlanmis olan 3:1 fiksatifine % 1’lik olacak sekilde formaldehit
eklenmesiyle elde edilen fiksatiften, her tiipe 5’er mL eklenmistir. Son fiksatif
eklendikten sonra, tiipler tekrar santrifiij edilmistir (10 dk. 1000 rpm). Santrifiijden



47

sonra, tiiplerin konik kisma kadar olan igerikleri atilmis ve kalan kisim pastor pipeti

ile yavas bir sekilde homojen hale getirilmistir.

Elde edilen hiicre kiiltiirleri onceden temizlenmis (1 N nitrik asitte 1 gece bekletilmis
ve 25-30 dk gesme suyunda yikanmig, sonra saf sudan gegirilip % 70’lik alkol
icerisinde -20 °C’de c¢alisma zamanma kadar bekletilmis) lamlar iizerine
damlatilmigtir. Kuruyan preparatlar pH’1 6,8 olacak sekilde hazirlanmis % 5°1ik
giemsa boyasi ile 13-15 dk boyanmis ve daimi preparat haline getirmek icin entellan
ile kapatilmistir. Sekil 3.3.’de mikronukleus testinin uygulamasini gdsteren bir

diyagram yer almaktadir.

3.2.2.1. Mikronukleus frekansi ve nukleer boliinme indeksinin belirlenmesi

Daimi hale getirilmis preparatlarda, her bir doz icin her bir bireyde 1000 binukleat
hiicrede (toplamda 4000 biniikleat hiicre) mikronukleus frekanslar1 belirlenmistir.
Nukleer boliinme indeksi (NBI) belirlenirken, her bir doz igin her bir donérden 500
hiicre (toplamda 2000 hiicre) sayilmis ve 1xN1+2xN2+3x(N3+N4)/N formiiliinden
yararlanilarak 1, 2, 3 ve daha fazla g¢ekirdekli hiicrelerin sayisina gore nukleer

boliinme indeksleri tespit edilmistir.
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3.2.3. Tek hiicre jel elektroforezi (komet) testi

900’er uL PBS, ependorflara konmus ve her bir ependorfa 100°er uL kan ilave
edilmistir. Kan ve PBS siispanse edilip, 10 dk buz tizerinde bekletilmistir. Ardindan,
ependorflarin dip kismma 100’er uLL lymphopreb (biocoll) ilave edilmistir. Sonra,
tiipler +4 °C’de 1060 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi, ependorflar
tekrar buz icerisine alinmistir. Ependorflarda en altta kirmizi, onun {izerinde pembe
bir katman goriiliir. En {ist pembe katmanin {izerindeki seffaf katmanin 100 pL’si
ayr1 ependorflara aktarilarak, lenfositler toplanmis ve buz lizerine yerlestirilmistir.
Elde edilen lenfositler, 180’er uL olarak ependorflara dagitilmistir. Bu ependorflara
0,53, 1,06 ve 2,12 pg/mL olacak sekilde 2b maddesi, 0,63, 1,26 ve 2,52 pug/mL
olacak sekilde 2e maddesi, negatif kontrol olarak steril saf su, ¢6ziicii kontrol olarak
DMSO, pozitif kontrol olarak H,0O, eklenip 37 °C’de 1 saat kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir
sonrasinda, ependorflar 3000 rpm’de 5 dK santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi, ependorflardan 100°er puL siipernatantlar atilmig ve 100 uL PBS
eklenerek resiispanse edilmistir. Diisiik erime 1s1l1 agarin 75 pL’si alinarak, 100 pL
lenfositle hizli bir sekilde karistirllmis ve onceden yiiksek erime dereceli agarla
kaplanmig lamlar iizerine yayilmistir. Uzerleri 24x60 mm’lik lamellerle kapatilmustir.
Kapatilan lamlar, kapali kutu i¢inde 20-25 dk buzdolabinda bekletilmistir. Siire
sonunda, tizerindeki lamelleri kaldirilan lamlar, aliminyum folyo ile kapli lizis
soliisyonu igeren salelere yerlestirilmistir. Bu sekilde, preparatlar 1 saat buzdolabinda
bekletilmistir. Lizisden sonra, lamlar elektroforez tankinda bulunan alkali tampon
igerisine yerlestirilmis ve burada 20 dk bekletilmistir. Siire sonunda, preparatlar 1
Vicm 300 mA’de 20 dk siireyle elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforezden
sonra, lamlar igerisinde noétralizasyon tamponu bulunan salelere alinip burada +4

°C’de 5 dk bekletilmis ve ayni islem 2 kez tekrarlanmustir.

Islemler sonunda, her bir lama 50 uL EtBr eklenerek tizerlerine lamel kapatilmistir.
Boyanan preparatlar, 15-20 dk buzdolabinda bekletilmistir. Sonra buharinin u¢gmasi
icin 5 dk oda sicakliginda bekletilip, preparatlarda sayim yapilmistir. Biitiin islemler,

karanlik ortamda gergeklestirilmistir. Boyanan preparatlar, BAB marka florasan
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atagmanli mikroskop altinda x40 biiyiitmede incelenmistir. 2b ve 2e bilesiklerinin her
bir dozu i¢in her bir dondrden 100’er hiicre olmak olmak {izere (bir bilesik ic¢in
toplam 400 hiicre) “BAB Bs200ProP/BsComet DNA Comet Assay” kullanilarak
incelenmis ve sonuglar kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti
cinsinden degerlendirilmistir. Sekil 3.4.’de komet tekniginin uygulanisini gdsteren

bir diyagram yer almaktadir.

HMA i kaphanmy hm

Kan, nazal hukkal
hiicreler, sperm \
P

fzole edilen hiicrelerin
trpanh e e cankhk testi

. o°o°8°o 09
agmzge .y 6000
gimilen hicrelr ¢ o% e

@(

0 00000
hiicre
cekird ek

Yiiksek
konsantrasyonda
fuz izt
l Al Elektroforez
. pH-13
— l... ... ’H >]3
sekinek 7 W : '
{\I\.: ) Alkali oriamda
Lize olmus hilcre DNA S S N—_—

Sekil3.4. Komet tekniginin uygulanig1 [34]
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3.2.4. Istatistiksel degerlendirme

Deney gruplarindaki anormal hiicre yiizdelerinin, hiicre basina diisen kromozomal
anormallik sayilarinin, mitotik indekslerin, mikronukleus frekanslarinin, hiicre basina
diisen mikronukleus yiizdelerinin ve nukleer boliinme indekslerinin, kontrol
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterip gostermediginin
belirlenmesi igin z dagilim testi kullanilmistir. Komet analizinde belirlenen kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlerinin kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesi i¢in de,
student-t testi kullanilmistir. Anormal hiicre frekanslari, hiicre basina diisen
kromozomal anormallik sayilari, mitotik indeksler, mikronukleus frekanslari, hiicre
basina diisen mikronukleus yiizdeleri, nukleer boliinme indeksleri, kuyruk uzunlugu,
kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti degerlerini doz-etki iliskileri bakimindan
ortaya koymak icin SPSS 15.0 yazilimi ile regresyon katsayilari (r) hesaplanmustir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. 4-((4,4-Dimetil-2,6-dioksosikloheksiliden)metilamino)benzen Siilfonamit’in
(2b) Insan Periferal Kan Lenfositleri Uzerindeki Genotoksik Etkileri

4.1.1. Kromozomal anormallikler testinin bulgulari

24 saatlik in vitro CA testinde, 2b maddesinin 3 farkli dozu (0,53, 1,06 ve 2,12
ug/mL) kullanmilmistir. Bu uygulama sonucunda insan lenfositlerinde saptanan
yapisal kromozomal anormallik ¢esitleri, anormal hiicre yiizdeleri, hiicre basina
diisen kromozomal anormallik sayilart ve mitotik indeksler Tablo 4.1.’de verilmistir.
Bu uygulamada, lenfositlerde gozlenen yapisal kromozomal anormalliklerinin
cesitleri goriilme sikliklarina gore sirasiyla kromatit kirigi, fragment ve kromozom

kirig1 seklindedir. Bu anormalliklerin fotograflar1 Sekil 4.1.-4.3.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. 2b maddesinin 24 saat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler
Uygulama Yapisal Anormallikler

m;r(jejzsi Siire Doz Alr:i(i)(:rn;al CA/Hiicre I}iﬁgg:
(saat) (ug/ml) Ktk Kzk F  Ds (%) + SH + SH (%) = SH
N.Kontrol 24 0,00 3 2 2 - 1,75¢0,65 0,0175+0,006  6,27+0,22
C.Kontrol 24 20 uL 7 - 1 - 2,00+£0,70  0,0200+£0,007  5,90+0,21
P.Kontrol 24 0,20 54 24 20 2 20,75+£2,02  0,2500+0,021  3,10+0,16
2b 24 0,53 3 - 1 - 1,00+0,50  0,0100+0,005  5,95+0,22
1,06 2 - 5 - 1,7540,65  0,0175+0,006  5,77+0,21

2,12 5 1 4 - 2,504+0,78  0,0250+0,008  6,00+0,22

Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirigi, F: fragment, Ds: Disentrik kromozom, SH: standart hata.
Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, Mitotik indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.



Sekil 4.2. 2b maddesinin 24 saat uygulamast ile olusan fragment

Sekil 4.3. 2b maddesinin 24 saat uygulamasi ile olusan kromozom kirig1

53
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2b maddesiyle yapilan 24 saatlik muamele sonucunda, en diisiikk anormal hiicre
yiizdesi 0,53 pg/mL’lik dozda 1,00, en yiliksek anormal hiicre yiizdesi 2,12
ng/mL’lik dozda 2,50 olarak belirlenmistir. 1,06 pg/mL’lik dozdaki anormal hiicre
yiizdesi 1,75 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4.). Bu veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, higbir uygulama dozunda hem negatif kontrole gére hem de
¢ozilicii kontrole gore anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo 4.1.). Diger
yandan, bu uygulamada anormal hiicre yiizdesi ile doz artis1 arasinda hem negatif
kontrole gore kuvvetli bir iliski tespit edilmis (r=0,71), hem de ¢0ziicii kontrole

(r=0,57) gore ¢ok kuvvetli olmayan bir iligki tespit edilmistir (Sekil 4.5.).

~ 25 20,75+2,02
< 20
g
3 15
T
< 10
g 5 2,50+0,78
< 1,75+0,65  2,00£0,70 1,00:050 175£0,65 4 )
D s I —
Negatif Coziici Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (pg/mL)

Sekil 4.4. 24 saatlik 2b maddesi uygulamasinda dozlara gére anormal hiicre yiizdeleri

Anormal Hicre (%)
3,00

0,50 T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (ug/mL)

Sekil 4.5. 24 saatlik 2b maddesi uygulamasinda anormal hiicre yiizdelerinin doza bagl iligkisi
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24 saat 2b maddesiyle muamele edilen kiiltiirlerde, hiicre basina diisen kromozomal
anormallik sayis1 0,53 ug/mL’lik dozda 0,0100 olarak, 1,06 pg/mL’lik dozda 0,0175
ve 2,12 pg/mL’lik dozda 0,0250 olarak saptanmistir (Sekil 4.6.). Bu veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hiicre basina diisen kromozomal anormallik
sayisinda higbir uygulama dozunda her iki kontrol grubuna gore de anlamli bir
farklilik belirlenmemistir (Tablo 4.1). Bu uygulamada da, CA/Hiicre frekansi doz-
etki iligkisi bakimindan degerlendirildiginde, hem negatif kontrole gore (r=0,71) hem
de ¢oziicii kontrole gore zayif bir iligki (r=0,57) gozlenmistir (Sekil 4.7.).

0.3 0,2500+0,021
£0.2
=)
2
o 0,1
,0175+0,006  0,0200+0,007 0,0100+0,005 0,0175+0,006 0,0250+0,008
0 '
Negatif Cozici Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.6. 24 saatlik 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore hiicre bagina diisen anormallik sayilart

CAh/Hilcre

0,025 —

0,02

0,015

0,01

0,005 T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.7. 24 saatlik 2b maddesi uygulamasinda hiicre basina diisen anormallik sayilarinin doza bagli iliskisi
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2b maddesiyle yapilan 24 saatlik uygulama sonucunda, mitotik indeks 0,53
ng/mL’lik dozda 5,95 olarak, 1,06 pg/mL’lik dozda 5,77 ve 2,12 pg/mL’lik dozda
6,00 olarak bulunmustur (Sekil 4.8.). Bu veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, mitotik indeks degerlerinde higbir dozda hem negatif kontrole
hem de ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir
(Tablo 4.1.). Bu uygulamada, mitotik indeks ile doz artis1 arasinda negatif kontrole
gore zayif bir iliski (r=-0,46) saptanmis, ¢6ziicii kontrole gore (r=0,30) herhangi bir
iliski saptanmamustir (Sekil 4.9.).

r// \
g 620022 540,001 595:0,22 5774021  6,00£0,22
<6
% 5
—g 4 3,10+0,16
g 3
g2
S1
0
Negatif Cozici Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)
\ J

Sekil 4.8. 24 saatlik 2b maddesi uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri

Mitotik Indeks (%)

-0,50 0,00 o,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (ug/mL)

Sekil 4.9. 24 saatlik 2b maddesi uygulamasinda mitotik indeks degerlerinin doza bagl: iligkisi
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48 saatlik in vitro CA testinde, 2b maddesinin 3 farkli dozu (0,53, 1,06 ve 2,12
ug/mL) kullanilmis ve uygulama sonucunda insan lenfositlerinde saptanan
kromozomal anormalliklerin gesitleri, anormal hiicre yiizdeleri, hiicre basina diisen
kromozomal anormalliklerin sayilar1 ve mitotik indeksler Tablo 4.2.’de verilmistir.
Tespit edilen yapisal tipteki kromozomal anormallikleri goériilme sikliklarina gore
sirasiyla kromatit kirigi, fragment, kromozom kirigi, kardes kromatidlerde birlesme
ve disentrik kromozom seklindedir. Bu anormalliklerin fotograflar1 Sekil 4.10.-

4.14.°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. 2b maddesinin 48 saat uygulamast ile insan periferal lenfositlerinde olugan kromozomal anormallikler

Test Uygulama Yapisal Anormallikler
maddesi  Siire Doz Anormal CA/Hiicre Mitotik
saat pg/ml Ktk Kzk F Ktd Kkb Ds hiicre (%) +SH Indeks
+SH (%) + SH
N.Kontrol 48 0,00 3 - 1 - - 1 1,25+0,55 0,0125+0,005 5,93+0,21
C.Kontrol 48 20pL 3 - 1 - - - 1,00+0,50 0,0100+£0,005 6,00+0,21

P.Kontrol 48 020 65 25 27 4 1
2b 48 053 5 2 - - - 1,75£0,65 0,0175+0,006 5,20+0,20"
106 2 - 3 - - 1,25+0,55 0,0125+0,005 5,13+0,20""

212 2 - 1 - 1 1 125+0,55 0,0125+0,005 5,20+0,20™

23,7542,13 0,3050+0,023 2,71+0,15

Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirigi, F: Fragment, Ktd: Kromatid degisimi, Kkb: Kardes kromatidlerde
birlesme. Ds: Disentrik kromozom. Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, Mitotik
indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.

“Negatif kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,05)
Negatif kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,01)
*Cbziicii kontrole gére anlaml fark vardir. (p<0,01)

=

Sekil 4.10. 2b maddesinin 48 saat uygulamasi ile olusan kromatit kirigi



Sekil 4.13.
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Sekil 4.11. 2b maddesinin 48 saat uygulamast ile olusan fragment

Ly AT

R e = i o AR

2b maddesinin 48 saat uygulamasi ile olusan kardes kromatidlerde birlesme
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Sekil 4.14. 2b maddesinin 48 saat uygulamasi ile olusan disentrik kromozom

2b maddesi ile yapilan 48 saatlik muamele sonucunda, anormal hiicre yiizdesinde
higbir dozda hem negatif kontrole gére hem de ¢oziicli kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Tablo 4.2.). Bu uygulamada, anormal
hiicre yilizdeleri 0,53 ng/mL’lik dozda 1,75 olarak, 1,06 pg/mL’lik ve 2,12 ng/mL’lik
dozlarda 1,25 olarak belirlenmistir (Sekil 4.15.). Bu uygulama sonucunda, anormal
hiicre yiizdesi ile doz artis1 arasinda hem negatif kontrole gore (r=-0,29), hem de

¢oziicii kontrole gore (r=0,04) herhangi bir doz-etki iligkisi belirlenmemistir (Sekil
4.16.).

o5 23,75+2,13

< 20

o

2 15

an)

= 10

:

Z 5 || 1254055  1,00:0,50 175£065 1254055  1,25+0,55

o L = =y _— - -
Negatif ~ Coziicii Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.15. 48 saatlik 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore anormal hiicre yiizdeleri
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Anormal Hiucre (%)

0,80 I I I T I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (pg/s/mL)

Sekil 4.16. 48 saatlik 2b maddesi uygulamasinda anormal hiicre yiizdelerinin doza bagli iliskisi

2b maddesiyle yapilan 48 saatlik uygulama sonucunda, CA/Hiicre sayist 0,53
ug/mL’lik dozda 0,0175 olarak, 1,06 pg/mL’lik ve 2,12 ug/mL’lik dozlarin her
ikisinde de 0,0125 olarak belirlenmistir (Sekil 4.17.). Bu veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, CA/Hiicre sayist bakimindan hi¢bir dozda her iki kontrol
grubuna gore anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Tablo 4.2.). Ayrica bu
uygulamada, CA/Hiicre sayis1 ile doz artis1 arasinda hem negatif kontrole gore (r=-
0,29), hem de ¢ozici kontrole gore (r=0,04) herhangi bir doz-etki iliskisi
belirlenmemistir (Sekil 4.18.).

0,35 0,3050-+0,023
0,3
o 0,25
S 0,2
% 0,15
© 01
0,05 0,0125+0,005 0,0100+0,005 0,0175+0,006 0,0125+0,005 0,0125:+0,005
0 A— 4 — <— —
Negatif Cozici Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.17. 48 saatlik 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore hiicre basina diisen anormallik sayilart



61

Ch/Hlicre

0,018

0,0l1le

0,014

0,012

0,01

0,008 I I I T I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.18. 48 saatlik 2b maddesi uygulamasinda hiicre basina diisen anormallik sayilarinin doza bagl iligkisi

2b maddesiyle 48 saatlik muamelede, MI 1,06 pg/mL’lik dozda 5,13 olarak, 0,53
ug/mL ve 2,12 pg/mL’lik dozlarda 5,20 olarak bulunmustur (Sekil 4.19.). Bu
uygulamada, 2b maddesi MI’i tiim uygulama dozlarinda her iki kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde disiirmiistir. 0,53 pg/mL ve 2,12 pg/mL’lik
dozlardaki disiisler negatif kontrole gére p<0,05 diizeyinde, ¢oziicii kontrole goére
p<0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur. 1,06’lik dozdaki diisiis ise her iki kontrol
grubuna gore de p<0,01 diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 4.2.). Bu
uygulamada, Ml ile doz artis1 arasinda hem negatif kontrole (r=-0,66) hem de ¢dziicii

kontrole gore (r=-0,67) kuvvetli olmayan negatif bir iliski gozlenmistir (Sekil 4.20.).

593+0,21  6,00+0,21

6 5204020  513+0,20 5,20+0,20
S5
% 4
b} 2,71+0,15
L3
= 2
i<t
S1
0
Negatif Coziicli Pozitif
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (pg/mL)

Sekil 4.19. 48 saatlik 2b maddesi uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri
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Mitotik Indeks (%)

5,00

5,80

5, 60

5,40

5,20

5,00 I I I I I
—-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (png/smL)

Sekil 4.20. 48 saatlik 2b maddesi uygulamasinda mitotik indeks degerlerinin doza bagl iliskisi

4.1.2. Mikronukleus testinin bulgulari

2b maddesiyle yapilan mikronukleus testinde her dozda bir birey i¢in 1000, toplamda
ise 4000 (4 birey) binukleat hiicre incelenereck MN frekanslari, hiicre basina diisen
MN sayilar1 ve nukleer boliinme indeksleri tespit edilmistir. Tespit edilen MN
frekanslari, hiicre bagina diisen MN sayilar1 ve nukleer boliinme indeksleri ile ilgili
veriler Tablo 4.3.’de verilmistir. Bu uygulama sonucunda gozlenen 1 ve 2

mikronukleusa sahip binukleat hiicrelerin fotograflar1 Sekil 4.21.-4.22.’de verilmistir.

Tablo 4.3. 2b maddesinin mikronukleus frekanslar1 ve nukleer boliinme indeksi tizerine etkileri

Test Uygulama BN hiicreler

maddesi Sire Doz Sayilan iginde MN/ Hiicre (%) Nukleer
(saat)  (ug/ml) BN hiicre ~ mikronukleus + SH boliinme

HE sayist frekanslar indeksi

1 @ +SH

N.Kontrol 48 0,00 4000 7 - 0,18+0,07 1,64+0,28
C.Kontrol 48 20 puL 4000 9 - 0,22+0,07 1,58+0,28
P.Kontrol 48 0,20 4000 260 10 7,00+0,40 1,33+0,25
2b 48 0,53 4000 11 - 0,27+0,08 1,57+0,28
1,06 4000 10 1 0,30+0,09 1,57+0,28
2,12 4000 10 - 0,25+0,08 1,56+0,28

BN: Bintikleat, SH: Standart Hata.
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Sekil 4.21. 2b maddesi uygulamasiyla olusan 1 mikronukleuslu binukleat hiicre

Sekil 4.22. 2b maddesi uygulamasiyla olusan 2 mikronukleuslu binukleat hiicre

2b maddesiyle yapilan muamele sonucunda, hiicre basmma diisen mikronukleus
sayilar1 0,53 pg/mL’lik dozda 0,27 olarak, 1,06 ug/mL’lik dozda 0,30 ve 2,12
ug/mL’lik dozda 0,25 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.23.). Bu veriler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde, MN/Hiicre %’si bakimindan hic¢bir uygulama dozunda
her iki kontrol grubuna gore de anlaml bir farklilik bulunmamistir (Tablo 4.3.). Bu
uygulamada, MN/Hiicre sayist doz-etki iliskisi bakimindan degerlendirildiginde
negatif kontrole gore zayif bir iliski belirlenmis (r=0,46), ¢oziicii kontrole gore

herhangi bir iliski (r=0,30) belirlenmemistir (Sekil 4.24.).
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7,00+0,40
7
6
o 5
Q
H=} 4
jun)
% 3
2
1 0,18+0,07 0,22+0,07 0,27+0,08 0,30+0,09 0,25+0,08
0 A Ay ] A S
Negatif Coziicii Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlart (ng/mL)

Sekil 4.23. 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore mikronukleus frekanslari

0, 30—

0, 28—

0,267

0,247

0,227

0,20 T T T T T
—-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (png/smL)

Sekil 4.24. 2b maddesi uygulamasinda mikronukleus frekanslarinin doza bagl iliskisi

2b maddesi muamelesi sonucunda, en diisiik nukleer boliinme indeksi 2,12
ng/mL’lik dozda 1,56 olarak belirlenmistir. 0,53 pg/mL’lik ve 1,06 pg/mL’lik
dozlardaki nukleer boliinme indeksleri 1,57 olarak belirlenmistir (Sekil 4.25.). Bu
uygulamada, nukleer bolinme indeksi hem negatif kontrole gore (r=-0,77) hem de
¢oziicii kontrole gore (r=-0,95) doza bagl olarak azalmistir (Sekil 4.26.). Ancak bu
azalmalar, higbir konsantrasyonda her iki kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak
anlamli diizeyde degildir (Tablo 4.3.).
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1,64+0,28 1 58.028 1,57+0,28  1,57+0,28  1,56+0,28

WANAAN

Negatif Coziici Pozitif
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar1 (pg/mL)

Niikleer Boliinme Indeksi
[uny

Sekil 4.25. 2b maddesi uygulamasinda dozlara gére nukleer boliinme indeksi degerleri

Nikleer B&lunme Indeksi

1,860

1,59

1,58

1,57

1,56

1,55 T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.26. 2b maddesi uygulamasinda nukleer bdliinme indeksi degerlerinin doza bagli iliskisi

4.1.3. Komet testinin bulgular:

Bu calismada, 2b maddesinin genotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek i¢in
kullanilan yontemlerden biri olan komet analizinde, her dozda her bir birey i¢in 100
toplamda ise 400 (4 birey) hiicre incelenmis ve genotoksik hasarin gostergesi olarak
secilen kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri
degerlendirilmistir. Bu parametrelere iliskin elde edilen veriler Tablo 4.4.°de
gosterilmistir. 2b maddesiyle yapilan komet analizi sonucunda gézlenen hasarsiz ve

hasarlt DNA goriintiileri Sekil 4.27.-4.30.”da gosterilmistir.



Tablo 4.4 . Insan lenfositlerinin 2b maddesine in vitro maruziyeti sonras1 olusan DNA hasar1

Test Siire Dozlar Kuyruk Kuyruk Kuyruk

Maddesi (saat) (ng/ml) Uzunlugu (pm) Momenti Yogunlugu (%)
N.Kontrol 1 0 5,622+0,07 2,831+0,05 211,659+0,10
C.Kontrol 1 20 puL 5,796+0,09 3,082+0,08 211,215+0,05
2b maddesi 1 0,53 5,71340,10 2,874+0,08 211,762+0,16"
1,06 5,631+0,10 2,862+0,09 211,835+0,06"

2,12 5,376+0,09"" 2,658+0,07" 211,430+0,06"

P.Kontrol 1 34 25,123+0,58 21,518+0,56 223,490+1,14

*Negatif kontrole gore anlaml fark vardir. (P<0,05)
+Coziicii kontrole gore anlaml fark vardir. (P<0,01)

Sekil 4.27. 2b maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde hasarsiz DNA’nin komet testi ile goriiniimii

Sekil 4.28. 2b maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde az hasarli DNA’nin komet testi ile goriiniimii



Sekil 4.29. 2b maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde orta hasarli DNA’nin komet testi ile goriintimii

Sekil 4.30. 2b maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde ¢ok hasarlt DNA’nin komet testi ile goriiniimii

2b maddesi ile muamele edilen lenfositlerde en yiiksek doz olan 2,12 pg/mL’de
5,376 olarak belirlenen kuyruk uzunlugunun, hem negatif kontrole gore (p<0,05)
hem de ¢oziicii kontrole gore (p<0,01) istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi
belirlenmistir (Tablo 4.4.). Diger yandan, 0,53 pg/mL’lik dozda 5,713 ve 1,06
ug/mL’lik dozda 5,631 olarak belirlenen kuyruk uzunluklarinin, her iki kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermedigi belirlenmistir
(Sekil 4.27.). Bu uygulamada kuyruk uzunlugu ile doz artis1 arasinda hem negatif
kontrole gore (r=-0,83), hem de ¢oziicii kontrole gore kuvvetli bir doz-etki iliskisi
(r=-0,99) tespit edilmistir (Sekil 4.28.).
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El 30 25,123:+0,58
= 25
B 20
=
§ 15
é 10 | 5622+0,07 5,796+0,09 5,713+0,10 5,631:0,10 5,376+0.09
=]
2 0
Negatif Coziicii Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.31. 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore komet kuyruk uzunlugu degerleri

Fuyruk Uzunludu (um)

5,30 I I I T I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.32. 2b maddesi uygulamasinda kuyruk uzunlugu degerlerinin doza bagl iliskisi

2b maddesi muamelesi sonucunda, kuyruk momentinde sadece en yiiksek doz olan
2,12 pg/mL’de ¢oziicii kontrole gore anlamli bir azalma (p<0,01) gbézlenmistir. 0,53
ug/mL’lik ve 1,06 ng/mL’lik dozlarda tespit edilen kuyruk momenti degerlerinde,
her iki kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir (Tablo 4.4.). Kuyruk momentleri 0,53 pg/mL’lik dozda 2,874 olarak,
1,06 pg/mL’lik dozda 2,862 ve 2,12 pg/mL’lik dozda 2,658 olarak ol¢lilmiistiir
(Sekil 4.29.). 2b maddesi uygulamasinda, kuyruk momenti hem negatif kontrole gore
(r=-0,80), hem de ¢oziicii kontrole gore (r=-0,96) doza bagl olarak azalmistir (Sekil
4.30.).
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25 21,518+0,56
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o 15
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= 10
é‘ 5 | 2831005 3,082+0,08 2,874+0,08  2,862+0,09 2,658+0,07
0
Negatif Coziicii Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.33. 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore komet kuyruk momenti degerleri

Fuyruk Momenti

2,60 T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.34. 2b maddesi uygulamasinda kuyruk momenti degerlerinin doza bagli iligkisi

2b maddesiyle yapilan uygulamada, kuyruk yogunlugunun tim dozlarda ¢oziicii
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis (p<0,01) gosterdigi, negatif
kontrole goreyse anlamli bir farklilik gostermedigi gozlenmistir (Tablo 4.4.). Kuyruk
yogunluklar1 0,53 pg/mL’lik dozda 211,762 olarak, 1,06 pg/mL’lik dozda 211,835
ve 2,12 ug/mL’lik dozda 211,430 olarak belirlenmistir (Sekil 4.31.). Bu uygulama
sonucunda, kuyruk yogunlugu ile doz artig1 arasinda ¢oziicii kontrole gore herhangi
bir doz-etki iliskisi gézlenmezken (r=0,15), negatif kontrole gore zayif bir doz-etki
iliskisi (r=-0,60) gézlenmistir (Sekil 4.32.).
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Negatif Coziici Pozitif 0,53 1,06 2,12
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar1 (ug/mL)

Sekil 4.35. 2b maddesi uygulamasinda dozlara gore komet kuyruk yogunlugu degerleri

Fuyruk Yojunludu (%)

212,00

211,80 ]

211, 60

211,40 —

211,20

211,00 I I I I I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.36. 2b maddesi uygulamasinda kuyruk yogunlugu degerlerinin doza bagh iliskisi
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4.2. 4-((1,3-Dimetil-2,4,6-triokso-tetrahidropirimidin-5(6H)-iliden)metilamino)
benzen Siilfonamit’in (2¢) insan Periferal Kan Lenfositleri Uzerindeki

Genotoksik Etkileri

4.2.1. Kromozomal anormallikler testinin bulgulari

24 saatlik in vitro CA testinde, 2e maddesinin 3 farkli dozu (0,63, 1,26 ve 2,52
ug/mL) kullanilmis ve tespit edilen kromozomal anormalliklerin ¢esitleri, anormal
hiicre yiizdeleri, hiicre basina diisen kromozomal anormalliklerin sayilar1 ve mitotik
indeksler Tablo 4.5.°de verilmistir. Tespit edilen yapisal tipteki kromozomal
anormallikler goriilme sikliklarna gore sirasiyla kromatit kirigi, fragment,
kromozom kirig1 ve disentrik kromozom seklindedir. Bu uygulamada gozlenen

anormalliklerin fotograflar1 Sekil 4.37.-4.40.’da gosterilmistir.

Tablo 4.5. 2e maddesinin 24 saat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olugsan kromozomal anormallikler

Test Uygulama Yapisal Anormallikler
maddesi Siire Doz Anormal CA/Hiicre Mitotik
hiicre (%) +SH Indeks (%)
(saat) (pg/ml) Ktk Kzk F  Ds + SH +SH
N.Kontrol 24 0,00 3 2 2 - 1,75£0,65 0,0175£0,006  6,27+0,22
C.Kontrol 24 20 uL 7 - 1 - 2,00+£0,70  0,0200+0,007  5,90+0,21
P.Kontrol 24 0,20 54 24 20 2 20,75+£2,02  0,2500+0,021 3,10+0,16
2e 24 0,63 3 1 5 - 2,25+0,74 0,0225+0,007 5,90+0,21
1,26 5 1 3 - 2,25+0,74  0,0225+0,007  5,96+0,22
2,52 3 - 2 2 1,75£0,65  0,0175+0,006  5,70+0,21

Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirigi, F: fragment. Ds: Disentrik kromozom. SH: Standart hata.
Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, Mitotik indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.
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Sekil 4.37. 2e maddesinin 24 saat uygulamasi ile olusan kromatit kirigi

Sekil 4.38. 2e maddesinin 24 saat uygulamasi ile olusan fragment

Sekil 4.39. 2e maddesinin 24 saat uygulamasi ile olusan kromozom kirigi
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Sekil 4.40. 2e maddesinin 24 saat uygulamasi ile olusan disentrik kromozom

2e maddesi ile yapilan 24 saatlik muamele sonucunda, anormal hiicre yiizdeleri 0,63
ng/mL’lik ve 1,26 pg/mL’lik dozlarda 2,25, en yiiksek doz olan 2,52 pg/mL’lik
dozda 1,75 olarak bulunmustur (Sekil 4.41.). Bu veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, anormal hiicre yiizdesinde hi¢bir dozda her iki kontrol grubuna
gore anlamli bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 4.5.). Bu uygulamada, anormal
hiicre ylizdesi ile doz artig1 arasinda negatif kontrole gore herhangi bir iliski

belirlenmemis (r=-0,17), ¢oziicii kontrole gore zayif bir iligski (r=-0,56) belirlenmistir
(Sekil 4.42.).

—_ 25 20,75+2,02
< 20
8
2 15
an)
= 10
g
% 5 || 1,7540,65  2,00+0,70 2,25+0,74  2,25+0,74  1,75+0,65
0
Negatif Coziict Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (pg/mL)

Sekil 4.41. 24 saatlik 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore anormal hiicre yiizdeleri
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2,20

2,10

2, 00—

1,907

1,80

1,70 T T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Dozlar (ug/mL)

Sekil 4.42. 24 saatlik 2e maddesi uygulamasinda anormal hiicre yiizdelerinin doza bagh iliskisi
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24 saatlik 2e maddesi muamelesi sonucunda, hiicre basina diisen kromozomal

anormallik sayisinda tiim dozlarda her iki kontrol grubuna goére de istatistiksel olarak

anlamlt bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.5.). Hiicre basia diisen kromozomal
anormallik sayis1 0,63 pg/mL’lik ve 1,26 pg/mL’lik dozlarda 0,0225 olarak, 2,52
ng/mL’lik dozda 0,0175 olarak bulunmustur (Sekil 4.43.). Bu uygulama sonucunda,

hiicre basina diisen anormallik sayisi ile doz artis1 arasinda negatif kontrole gore

herhangi bir iliski belirlenmezken (r=-0,17), ¢6ziicii kontrole gore zayif bir iliski (r=-

0,56) belirlenmistir (Sekil 4.44.).

0,2500+0,021
0,25

o
()

ucre

30,15

CA/H
o
[EEN

0,05 0/0175:0 306 0,0200+0,007 0,0225+0,007 o,ozzsiolom 0,0175+0,006

Negatif Cozici Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.43. 24 saatlik 2e maddesi uygulamasinda dozlara gére hiicre basina diigen anormallik sayilart
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CA/HlUcre

0,024
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0,018

0,01e I I I I T
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Sekil 4.44. 24 saatlik 2e maddesi uygulamasinda hiicre basina diisen anormallik sayilarinin doza bagl iligkisi

24 saatlik 2e maddesi uygulamasi sonucunda, mitotik indeks degerleri 0,63
ng/mL’lik dozda 5,90 olarak, 1,26 pg/mL’lik dozda 5,96 ve 2,52 pug/mL’lik dozda
5,70 olarak belirlenmistir (Sekil 4.45.). Bu uygulama sonucunda, mitotik indeksin
hem negatif kontrole gére (r=-0,89), hem de ¢oziicii kontrole gore (r=-0,75) doza
bagli olarak azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.46.). Ancak bu azalmalar, hi¢bir dozda her

iki kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir.

6,27+0,22

5,90+0,21 590£021  596+022 574,091

3,10+0,16

Mitotik Indeks (%)
O P NN W M 01 O N

Negatif Cozicii Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)
. J

Sekil 4.45. 24 saatlik 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore mitotik indeks degerleri
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Mitotik Indeks (%)

5, 90—

5,80

5, 70—

5, 60 I I I I I I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 2,00
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.46. 24 saatlik 2e maddesi uygulamasinda mitotik indeks degerlerinin doza bagl iligkisi

3 farkli dozdaki (0,63, 1,26 ve 2,52 pg/mL) 2e maddesiyle yapilan 48 saatlik in vitro
CA testi sonucunda tespit edilen kromozomal anormallik ¢esitleri, anormal hiicre
yiizdeleri, hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayilar1 ve mitotik indeksler
Tablo 4.6.°da verilmistir. Bu uygulamada tespit edilen yapisal kromozomal
anormallikleri goriilme sikliklarma gore sirasiyla kromatit kirigi, fragment ve
kromatid degisimi seklindedir. Bu anormalliklerin fotograflar1 Sekil 4.47.-4.49.°da

verilmistir.

Tablo 4.6. 2e maddesinin 48 saat uygulamasi ile insan lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler

Test Uygulama Anormal CA/Hiicre ' Mitotik
maddesi  Siire Doz Yapisal Anormallikler hiicre (%) + SH Indeks (%)

+ SH + SH

(saat) (ug/m) Ktk Kzk F Ktd Kkb Ds

N.Kontrol 48 0,00 3 -1 - - 1 1,25+0,55 0,0125+0,005 5,93+£0,21
C.Kontrol 48 20uL 3 -1 - - - 1,00+0,50 0,0100+0,005  6,00+0,21
P Kontrol 48 020 65 25 27 4 1 - 23,7542,13 0,3050+0,023  2,71+0,15
2e 48 063 3 -2 - - - 1,25£0,55 0,0125+0,005  5,36+0,20"
126 4 -1 1 - - 1,50£0,60 0,0150+0,006  5,35+0,20"
262 6 - 1 - - - 175+0,65 0,0175+0,006 5,15+0,20""*

Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirigi, F: fragment, Ktd: Kromatid degisimi, Kkb: Kardes kromatidlerde
birlesme, Ds: disentrik. SH: standart hata. Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, mitotik
indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.

“Negatif kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,01)

*Cbziici kontrole gore anlaml fark vardir. (p<0,05)

"*Coziicii kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,01)



Sekil 4.47. 2e maddesinin 48 saat uygulamasi ile olugsan kromatit kirigi

Sekil 4.48. 2e maddesinin 48 saat uygulamasi ile olusan fragment
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o

-
T
v l.g‘

Sekil 4.49. 2e maddesinin 48 saat uygulamasi ile olusan kromatid degisimi
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2e maddesiyle yapilan 48 saatlik uygulama sonucunda, anormal hiicre yiizdeleri 0,63
ng/mL’lik dozda 1,25 olarak, 1,06 ug/mL’lik dozda 1,50 ve 2,52 pg/mL’lik dozda
1,75 olarak belirlenmistir (Sekil 4.50.). Bu uygulamada, hiicre basina diisen
anormallik yiizdesinde hem ¢6ziicti kontrole gore (r=0,98) hem de negatif kontrole

gore (r=0,96) doza bagh artis gozlenmistir (Sekil 4.51.). Ancak bu artislar
istatistiksel olarak anlaml diizeyde degildir.

o5 23,75+2,13

S 20

L

2 15

T

< 10

g

% 5 1,25+0,55 1,00+0,50 1,25+0,55 1,50+0,60 1,75+0,65

o L Ay =y e .
Negatif ~ Coziicii  Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.50. 48 saatlik 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore anormal hiicre yiizdeleri

Anormal Hicre (%)

1, 60

1,407

1,207

1,00

0,80 T T T T
-0,%0 0,00 ©0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.51. 48 saatlik 2e maddesi uygulamasinda anormal hiicre yiizdelerinin doza bagl iligkisi
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48 saatlik 2e¢ maddesi uygulamasinda, en diisiik hiicre basina diisen kromozomal
anormallik sayis1 0,63 pg/mL’lik dozda 0,0125 olarak, en yiiksek hiicre basina diisen
anormallik sayis1 2,52 pg/mL’lik dozda 0,0175 olarak tespit edilmistir. 1,06
ug/mL’lik dozdaki hiicre basina diisen anormallik sayis1 ise 0,0150 olarak
saptanmistir (Sekil 4.52.). Bu veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
CA/Hiicre sayisinda hi¢bir uygulama dozunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamistir. Bu uygulamada, hiicre basina diisen anormallik yiizdesinde hem
¢oziicii kontrole gore (r=0,98) hem de negatif kontrole gore (r=0,96) doza bagl artis
gozlenmistir (Sekil 4.53.).

0,35 0,3050+0,023
0,3
o 0,25
Q
E 0,2
Z 015
© 01
0,05 [0,0125+0,005 0,0100+0,005 0,0125+0,005 0,0150+0,006 0,0175+0,006
0 _ y ) I ’
Negatif Cozici Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.52. 48 saatlik 2e maddesi uygulamasinda dozlara goére hiicre basina diisen anormallik sayilar

CA/Hlicre

0,015

0,01

0, 005 T T T T T T
-0,%0 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Dozlar (upg/mL)

Sekil 4.53. 48 saatlik 2e maddesi uygulamasinda hiicre bagina diisen anormallik sayilarinin doza bagl iligkisi
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2e maddesiyle yapilan 48 saatlik uygulamada, Mi degerleri 0,63 pg/mL’lik ve 1,26
ng/mL’lik dozlarda sirasiyla 5,36 ve 5,35, en yiiksek doz olan 2,12 pg/mL’lik dozda
5,15 olarak bulunmustur (Sekil 4.54.). Bu uygulamada MI, hem negatif kontrol
grubuna (r=-0,86) gore hem de ¢oziicii kontrol grubuna gore (r=-0,84) doza bagh
olarak azalmistir (Sekil 4.55.). Bu veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde:
0,63 png/mL ve 1,26 pg/mL’lik dozlarda gbzlenen azalmalar sadece ¢oziicii kontrole
gore anlamli (p <0,05) bulunurken; 2,52 pg/mL’lik dozda gbzlenen azalma hem
negatif kontrole hem de ¢oziicii kontrole gore anlamli (p<0,01) bulunmustur (Tablo
4.6.).

4 503:021  6,00+0.21 )
6 5,36+0,20 5,35+0,20 5,15+0,20
£5
% 4
E 3 2,71+0,15
Z 2
S
s14
0
Negatif Coziici Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol

Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.54. 48 saatlik 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore mitotik indeks degerleri

Mitotik Indeks (%)

-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.55. 2e maddesi uygulamasinda mitotik indeks degerlerinin doza bagl iliskisi
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4.2.2. Mikronukleus testinin bulgular

2e maddesi muamelesiyle yapilan MN testinde tespit edilen mikronukleus
frekanslari, hiicre basina diisen mikronukleus sayilar1 ve nukleer boliinme indeksleri
Tablo 4.7.’de verilmistir. Bu uygulama sonucunda gozlenen, 1 mikronukleusa sahip

biniikleat bir hiicrenin fotografi Sekil 4.56.’da gosterilmistir.

Tablo 4.7. 2e maddesinin mikronukleus frekanslar1 ve nukleer boliinme indeksi tizerine etkileri

Test Uygulama Sayilan BN hiicreler MN/ Hiicre (%) Nukleer
maddesi .. BN hiicre icinde + SH boliinme

Siire Doz . . .

sayist mikronukleus indeksi

(saat)  (ng/ml) frekanslari + SH
(O C)

N.Kontrol 48 0,00 4000 7 - 0,18+0,07 1,64+0,28
C.Kontrol 48 20 puL 4000 9 - 0,22+0,07 1,58+0,28
P.Kontrol 48 0,20 4000 260 10 7,00+0,40 1,334+0,25
2e 48 0,63 4000 6 - 0,15+0,06 1,53+0,27
1,26 4000 5 - 0,124+0,05 1,53+0,27
2,52 4000 8 - 0,20+0,07 1,52+0,27

BN: Binukleat, SH: standart hata.

Sekil 4.56. 2e maddesi uygulamasiyla olusan 1 mikronukleuslu binukleat hiicre
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2e maddesiyle yapilan MN testi sonucunda, en yiiksek hiicre basina diisen MN
frekans1 2,52 ug/mL’lik dozda 0,20 olarak belirlenmistir. 0, 63 ug/mL’lik ve 1,26
ug/mL’lik dozlardaki hiicre basina diisen MN frekansi sirasiyla 0,15 ve 0,12 olarak
belirlenmistir (Sekil 4.57.). Bu veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hiicre
basina diisen MN frekansinda hi¢bir uygulama dozunda her iki kontrol grubuna gore
de anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Bu uygulamada, MN/Hiicre frekans ile
doz artis1 arasinda, hem negatif kontrole (r=0,29) hem de ¢6ziicii kontrole gore (r=-
0,08) herhangi bir doz-etki iliskisi tespit edilmemistir (Sekil 4.58.).

7,00+0,40
7
6
05
Q
E 4
Z 3
=)
1 0,18+0,07 0,22+0,07 0,15+0,06 0,12+0,05 0,20+0,07
0 — — a— a— Ay
Negatif Cozici Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)
Sekil 4.57. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gére mikronukleus frekanslar1
0,24 MN/Hlicre (%)
0,227
0,20
0,187
0,167
0,14
0,127
0,10 T T T T T T

-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 2,00
Dozlar (pg/mL)

Sekil 4.58. 2e maddesi uygulamasinda mikronukleus frekanslarinin doza bagl iligki
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2e maddesi ile yapilan MN testi sonucunda saptanan nukleer boliinme indeksi
degerleri, tim uygulama dozlarinda birbirine ¢ok yakin bulunmustur. Nukleer
boliinme indeksi degerleri, en yiiksek doz olan 2,52 pg/mL’de 1,52 olarak, 0,63
ng/mL’lik ve 1,26 pg/mL’lik dozlarda 1,53 olarak belirlenmistir (Sekil 4.59.). Bu
veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, nukleer boliinme indeksinde higbir
uygulama dozunda her iki kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir. Bu uygulama sonucunda, nukleer boliinme indeksi ile doz
artig1 arasinda hem negatif kontrol grubuna gore (r=-0,74) hem de ¢oziicii kontrol

grubuna gore (r=-0,79) doz-etki iliskisi gdzlenmistir (Sekil 4.60.).

‘/’/ \
E 2 1,64+0,28
3 ' — 1,58+0,28 1,53+0,27  1,53+0,27  1,52+0,27
s 15 1,33+0,25
o L
E
B 1
Hel
A
5 0,5
2
<
Z 0
Negatif Coziici Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)
L p

Sekil 4.59. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore nukleer boliinme indeksi degerleri

Nilkleer B&liunme Indeksi

1,60

1,58

1,56 ]

1,54

1,52

1,50 T T T T T T
-0,%0 ©,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Dozlar (png/mL)

Sekil 4.60. 2e maddesi uygulamasinda nukleer boliinme indeksi degerlerinin doza bagl: iligkisi
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4.2.3. Komet testinin bulgular:

Bu c¢alismada, 2e maddesi maruziyetinin insan lenfositlerindeki genotoksisite
potansiyelini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden biri olan komet analizinde, her
dozda her bir birey igin 100 toplamda ise 400 (4 birey) hiicre incelenmis ve
genotoksik hasarin gostergesi olarak sec¢ilen kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momenti parametreleri degerlendirilmistir. Bu parametrelere iliskin elde
edilen veriler Tablo 4.4.’de gosterilmistir. 2e maddesi ugulamasi sonrasinda insan
lenfositlerinde saptanan hasarsiz ve hasarli DNA goriintiileri Sekil 4.61.-4.64.’de

verilmigtir.

Tablo 4.8. Insan lenfositlerinin 2e maddesine in vitro maruziyeti sonrast olusan DNA hasar1

Test Siire Dozlar Kuyruk Kuyruk Kuyruk

Maddesi (saat)  (ng/mL) Uzunlugu (um) Momenti Yogunlugu (%)
N.Kontrol 1 0 5,622+0,070 2,831+0,054 211,659+0,104
C.Kontrol 1 20 uL 5,796+0,085 3,089+0,079 211,215+0,054
2e 1 0,63 5,690+0,083 2,809+0,063" 211,813+0,149"
1,26 5,921+0,189 3,146+0,172" 210,865+0,173"

2,52 5,702+0,076 2,877+0,585 211,525+0,157

P.Kontrol 1 34 25,123+0,584 21,518+0,561 223,490+1,138

“Negatif kontrole gére anlamli fark vardir. (p<0,01)
*Coziicii kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,01)

Sekil 4.61. 2e maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde hasarsiz DNA’nin komet testi ile goriiniimii
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Sekil 4.62. 2e maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde az hasarli DNA’nin komet testi ile goriinimii

Sekil 4.63. 2e maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde orta hasarli DNA’nin komet testi ile goriinimii

Sekil 4.64. 2e maddesi ile muamele edilen insan lenfositlerinde ¢ok hasarlt DNA’nin komet testi ile goriiniimil

5
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2e maddesiyle yapilan komet analizi sonucunda, kuyruk uzunlugunda tim uygulama
dozlarinda her iki kontrol grubuna goére de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (Tablo 4.8.). Kuyruk uzunlugu degerleri 0,63 pg/mL’lik dozda
5,690 olarak, 1,26 ug/mL’lik dozda 5,921 ve 2,52 pug/mL’lik dozda 5,702 olarak
Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.65.). Bu uygulamada, doz artis1 ile kuyruk uzunlugu arasinda
hem negatif kontrole gore (r=0,31) gozlenirken, hem de c¢oziicii kontrole gore

herhangi bir iligski (r=-0,19) gézlenmemistir (Sekil 4.66.).

g 30 25,123+0,584
= 25
B2
=]
§ 15
210 5,622+0,070 5,796+0,085 5.600+0,083 592140189  5702+0,076
5
=
0
Negatif Coziicii Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

Sekil 4.65. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gére komet kuyruk uzunlugu degerleri

Fuvruk Uzunludfu (um)

5, 90—

5,85 —

5,80 "=~

5,757

5, 70—

5,65 I I I I I I
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Dozlar (pg/sml)

Sekil 4.66. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gére komet kuyruk uzunlugu degerlerinin doza bagli iligkisi
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2e maddesiyle yapilan komet analizi sonucunda, kuyruk momenti 0,63 pg/mL’lik
dozda 2,809, 1,26 png/mL‘lik dozda 3,146 ve 2,52 ug/mL’lik dozda 2,877 olarak
bulunmustur (Sekil 4.67.). Bu uygulamada, 2e maddesinin kuyruk momentini 1,26
ug/mL’lik dozda negatif kontrole gore anlamli derecede arttirdigi (p<0,01), 0,63
ng/mL’lik dozda ¢oziicii kontrole gore anlamli derecede azalttigi (p<0,01) ve 2,52
ng/mL’lik dozda anlamli bir farklilik olusturmadigi belirlenmistir (Tablo 4.8.). Diger
yandan, kuyruk momentiyle doz artis1 arasinda hem negatif kontrole gére (r=0,25),
hem de ¢oziicii kontrole gore (r=-0,30) herhangi bir iliski tespit edilmemistir (Sekil
4.68.).

25 21,518+0,561
€20
£
o 15
=
§ 10
S 5 [2831:0054 308920079 2,80940,063  3,146:0,172  2,877+0,585
-
0
Negatif Coziici Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (pg/mL)

Sekil 4.67. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gére komet kuyruk momenti degerleri

Huyruk Momenti

2,70 T T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00

Dozlar (pg/ml)

Sekil 4.68. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore komet kuyruk momenti degerlerinin doza bagl iliskisi
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2e maddesi uygulamasi sonucunda olusan kuyruk yogunlugu 0,63 pg/mL’lik dozda
211,813, 1,26 pg/mL’lik dozda 210,865 ve 2,52 pug/mL’lik dozda 211,525 olarak
bulunmustur (Sekil 4.69.). Bu uygulamada, kuyruk yogunlugunda 0,63 pg/mL’lik
dozda ¢oziicti kontrole gore anlamli bir artis (p<0,01), 1,26 ug/mL’lik dozda negatif
kontrole gore anlamli bir azalis (p<0,01) oldugu belirlenmistir. 2,52 pg/mL’lik
dozdaki kuyruk yogunlugundaysa, her iki kontrol grubuna goére de anlamli bir
farklilik bulunmamustir (Tablo 4.8.). Bu uygulamada, kuyruk yogunluguyla doz artisi
arasinda hem negatif kontrole gore (r=-0,29) hem de ¢oziicii kontrole (r=0,08)
herhangi bir doz-etki iliskisi belirlenmemistir (Sekil 4.70.).

—_ 223,490+1,138
S 225
£, 220
=
§D 215 211,659+0,104 511 915.0 054 211,813+0,149 510 gg5:0173  211,525:0,157
> 210
Y
g, 205
™ 200
Negatif Coziicii Pozitif 0,63 1,26 2,52
Kontrol Kontrol Kontrol
Uygulama Dozlar1 (pg/mL)

Sekil 4.69. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gére komet kuyruk yogunlugu degerleri

Kuyruk ¥odunludu (%)

21z, 00

211,

211,

210,50 ]

210,00 T T T T T T
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,%0 2,00 2,50 3,00

Dozlar (ug/mlL)

Sekil 4.70. 2e maddesi uygulamasinda dozlara gore komet kuyruk yogunlugu degerlerinin doza bagli iliskisi



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Ilag endiistrisinde, yeni ilaclarin gelistirilme siirecinin énemli bir kismini olusturan
toksikolojik arastirmalar, kullanima sunulacak ilag etken maddelerinin etkinlikleri ile
giivenilirlikleri arasindaki dengenin kurulmasini saglar [197]. Ayrica bu arastirmalar
sonucunda yeni ilaglarla ilgili yarar-zarar, giivenilirlik-toksisite, en yiiksek tolere
edilebilen doz-toksik olmayan etkili doz, LDso-EDsp ile ilgili sorularin cevaplari
deney hayvanlari, izole organlar veya in vitro kosullarda hiicre kiiltiirleri tizerinde
belirlenmis olur. Toksikolojik arastirmalarin asamalarindan biri olan 6zel toksisite
caligmalarinda, ila¢ etken maddelerinin Kkarsinojenik, immunotoksik, norotoksik,

teratojenik ve genotoksik etkileri arastirilir [158].

Genotoksik etki arastirmalarinda, ilag adayr kimyasal bilesiklerin genetik materyal
tizerinde degisiklik olusturup olusturmadig1 degerlendirilir. Genetik yapida meydana
gelen degisiklikler, temas eden bireylerin somatik hiicrelerinde meydana gelirse ve
protoonkogenlerin etkinlesmesine veya tiimor baskilayici genlerin etkisizlesmesine
yol agarsa, tiimor gelisim riskini arttirabilir. Fetal somatik hiicrelerinde meydana
gelirse dogustan anormallik riskinde bir artisa yol acabilir. Ureme hiicrelerinde
meydana gelirse, daha sonraki kusaklarda genetik hastaliklarin goriilmesi riskini
arttirabilir [197]. Bu gibi nedenlerle, ilag etken maddeleri olarak Onerilmesi
diisiniilen kimyasal maddelerin insanlarin  kullanimina  sunulmadan Once
genotoksisite testleri gibi giivenlik testlerinden gegirilmesi ilag gelistirmede ¢ok
onemli bir ilkedir [198, 199]. Bu calismada, test maddeleri olarak kullanilan insan
KA | ve KA II inhibitorii yeni siilfonamit tiirevleri (2b ile 2¢) de ila¢ etken maddeleri
olarak kullanilma potansiyelleri olabilecegi disiiniilerek sentezlenmis olduklarindan

genotoksisite testlerinden gecirilmeleri 6nemlidir.
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flag etken maddelerinin piyasaya sunulmadan &nce veya piyasaya sunulduktan sonra
kullanan kisilerdeki genotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan, in vivo veya in
vitro olarak uygulanabilen kisa siireli genotoksisite testleri arasinda AMES testi,
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), fare lenfoma timidin kinaz
testi, programlanmamis DNA sentezi testi, rodentlerde yapilan dominant letalite testi,
kromozomal anormallikler (CA) testi, kardes kromatit degisimi (KKD) testi,
mikronukleus (MN) testi ve tek hiicre jel elektroforezi (komet) testi bulunur [168].
Bunlar arasinda yaygin kullanilan kromozomal anormallikler (CA) ve mikronukleus
(MN) testleri, yapisal veya sayisal kromozom anormalliklerinin belirlenebildigi
sitogenetik metotlardir [30]. Bu metotlar giivenilir olmalarma ragmen, genetik
hasarlar1 ve degisimleri belirlemede zahmet ve uzun siire gerektiren galismalardir.
Ustelik DNA seviyesindeki minor degisiklikler, bu kromozomal metotlar araciligiyla
belirlenememektedir [31]. Bu nedenle, son yillarda molekiller metotlar
gelistirilmistir. Molekiiler metotlardan biri olan tek hiicre jek elektroforezi (komet)
analizi ile DNA eklentileri, zincir kiriklari, ¢apraz baglanmalar1 ve alkali-labil
bolgeler gibi minér DNA hasarlar1 belirlenebilmektedir [30].

Hem OECD, ICH ve COM gibi uluslararast kuruluslar tarafindan yayinlanmis
yonergelerde hem de bir¢ok bilimsel ¢aligmada, kimyasal veya fiziksel ajanlarin
genotoksik etkilerini belirlemek i¢in bir kisa siireli genotoksisite testinin tek basina
kullaniminin yeterli olmadig1 ve farkli testlerin birlikte kullanimi ile daha giivenilir
sonuglarin elde edildigi bildirilmistir [30, 32, 33]. Ciinkii, farkl1 test yontemleri ya da
farkli organizmalar kullanilarak yapilan testlerle farkli sonuglar alinabilmektedir
[164]. Bu bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada 2b ve 2e bilesiklerinin genotoksik
potansiyellerini belirlemek i¢in uluslararasi kuruluslar tarafindan giivenilirligi
onaylanmis ve gecerliligi halen devam eden kromozomal anormallikler,
mikronukleus ve komet testi olarak bilinen ti¢ farkli kisa siireli genotoksisite testi

kullanilmastir.

Ilaglar gibi kimyasal maddelerin insanlar {izerinde olusturabilecegi genotoksik
etkiler, bu kisa siireli test sistemleri ile belirlenmek istendiginde, model hiicre olarak

genellikle insan kanindan izole edilen periferal kan lenfositleri kullanilmaktadir.
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Lenfositler tiim viicutta dolasan, uzun Omiirlii olan ve herhangi bir doku/organa
spesifik bir ¢evresel toksik ajan ile kolaylikla zarar gorebilen hiicreler olmalarindan
dolay1, hedef organlardaki biyolojik etkileri en iyi sekilde temsil ettikleri ileri
stirilmektedir [34]. Birgok bilimsel ¢alismada, DNA hasarlari, genotoksisite veya
kanser riskini degerlendirme ¢alismalarinda periferal kan lenfositlerin kullaniminin
uygun oldugu bildirilmistir. Ayrica kromozomal hasar olusum mekanizmasi farkl
dokularda benzer oldugundan, lenfositlerdeki hasar seviyesinin kansere egilimli
dokulardaki hasar seviyesini yansittig1 da belirtilmistir [35, 36, 37, 38]. Bu ¢alismada
da, 2b ve 2e maddelerinin genotoksik profillerini belirlemek i¢in kullanilan CA, MN
ve komet testleri saglikli bireylerden alinan periferal kan lenfositlerinde

uygulanmustir.

Bu arastirmada kullanilan CA, MN ve komet testlerinde, test maddeleri olan 2b ve 2e
maddelerinin insan lenfosit kiiltiirlerine uygulanacagi dozlar belirlenirken 1Cs
degerleri dikkate alinmistir. 2b maddesi i¢in ICsg, 1Cs50/2 Ve 1Cs0/4°liik dozlar 0,53,
1,06, 2,12 ug/mL olarak belirlenmistir. 2e maddesi igin ICsp, 1Cs50/2 Ve 1Cs0/4’liik
dozlar 0,63, 1,26, 2,52 ug/mL olarak belirlenmistir. Negatif kontrol i¢in kiiltiirlere
hi¢cbir madde eklenmemis, ¢oziicii kontrol igin DMSO eklenmis ve pozitif kontrol
i¢in 1ise MMC eklenmistir. CA ve MN testlerinde, kiiltiirdeki memeli hiicrelerinin
hiicre siklusu yaklagik 24 saat oldugundan, ikinci ve {iglincii mitozlarin
gozlenebilmesi amaciyla inkiibasyon siiresi 72 saat olarak uygulanmistir. 2b ve 2e
maddeleri i¢cin CA testindeki muamele siireleri, hiicre siklusu dikkate alinarak 24 ve
48 saat olarak uygulanmistir. Boylece ilag etken maddelerinin sirasiyla 1 ve 2 hiicre
siklusu boyunca kiiltirde kalmasi saglanmistir. MN ¢alismasi i¢in ise, muamele

stiresi 48 saat olarak uygulanmuistir.

Bu ¢alismada kullanilan metotlardan biri olan in vitro CA testi, tim genomdaki
hasarin izlenmesine imkan tanimast bakimindan Onemlidir. Ayrica, genotoksik
maruziyetleri degerlendirmede en fazla kullanilan yontemdir. Cesitli etkenlere
maruziyetin kromozomal anormalliklere yol agma riskinin saptanmasinda ve
kimyasallarin klastojenik aktivitesinin degerlendirilmesinde kromozomlarda goériilen

degisikliklerin incelenmesi 6nemlidir [199]. CA testi, sitogenetik yontemler arasinda



92

altin standart olarak kabul edilmektedir. Ciinkii kromozomal aberasyonun indiiksiyon
mekanizmalart ¢ok iyi bilinmektedir ve ¢ogu ¢evresel toksik maddenin kromozomal
aberasyonu indiikledigi gosterilmistir [34]. Bu testle, kromozom veya kromatid
kiriklarinin, degisimlerinin, yeniden diizenlenmelerinin, translokasyon, inversiyon
kopriilerinin ~ frekanst  belirlenir.  Hiicrelerde ortaya ¢ikan  kromozom
anormalliklerindeki artis, klastojenitenin bir gostergesi olup, genetik hastaliklar ve

kanser olusma riskini arttirir [156].

Test maddelerinden biri olan 2b bilesigi ile yapilan CA testi sonucunda, insan
lenfositlerinde bes cesit kromozomal anormallik ¢esidi gdzlenmistir. Bu anormallik
cesitleri kromatid ve kromozom kiriklari, fragmentler, kardes kromatitlerde birlesme
ve disentrik kromozom seklindedir. Kromatit kiriklar1 en fazla gbézlenen anormallik
tipidir ve bunu fragmentler izlemistir. Kardes kromatitlerde birlesme ve disentrik
kromozom gibi anormallik ¢esitleri sadece 48 saatlik uygulamada goriilmiistiir. Bu
calismada, 2b maddesi ile yapilan 24 ve 48 saatlik muameleler sonucunda ortaya
¢ikan anormal hiicre yiizdeleri ve hiicre basina diisen kromozomal anormallik
sayilari, higbir uygulama dozunda her iki kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Diger yandan, 2b maddesi 24 saatlik uygulamada, anormal
hiicre yiizdesini ve hiicre basimna diisen anormallik sayisini hem negatif kontrole
(r=0,71) hem de ¢oziicii kontrole (r=0,57) goére doza bagli olarak arttirmistir. 48
saatlik 2b uygulamasinda ise, anormal hiicre ylizdesi ve hiicre basina diisen
anormallik sayis1 ile doz artig1 arasinda her iki kontrol grubuna gore de herhangi bir

doz-etki iliskisine rastlanmamustir.

Diger test maddesi olan 2e bilesigi ile yapilan CA testi sonucunda da, insan
lenfositlerinde de bes cesit kromozomal anormallik c¢esidi tespit edilmistir. Bu
anormallik cesitleri kromatit ve kromozom kiriklari, fragmentler, kromatit degisimi
ve disentrik kromozomdur. Kromozom kiriklar1 ve disentrik kromozom sadece 24
saatlik uygulamada gozlenirken, kromatit degisimi sadece 48 saatlik uygulamada
gbzlenmistir. 2e maddesiyle yapilan her iki muamele siiresi sonunda da tespit edilen
anormal hiicre ylizdeleri ve hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayilari,

hi¢bir uygulama dozunda her iki kontrol grubuna gore de istatistiksel olarak anlaml
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bulunmamistir. Diger yandan, 48 saatlik 2e uygulamasinda, anormal hiicre yiizdesi
ve hiicre bagina diisen kromozomal anormallik sayisi hem negatif kontrole (r=0,98)

hem de ¢oziicii kontrole (r=0,96) goére doza bagli olarak artmistir.

Bu arastirmada, test maddelerinin olas1 klastojenik ve/veya anojenik etkileri
saptamak i¢in kullanilan metotlardan biri olan mikronukleus testi de genotoksisite
testleri arasinda onemli yer tutmaktadir. Ayrica insanlarin maruz kaldigi bir¢ok
ajanin giivenlik degerlendirmesinde diinya ¢apinda dnerilen gecerli bir yontemdir.
Bu yontem, bir veya birka¢ kromozomun ya da kromozomdan kopan pargalarin
mitoz esnasinda ana ¢ekirdekten ayr1 bir sekilde hiicre i¢inde olusturduklart kiigiik
cekirdekleri belirler. Ayrica, genotoksisite ve sitotoksisite ¢calismalarinda kromozom
kirig1, kromozom kaybi ve hiicre boliinmesinin inhibe edilmesinin basit morfolojik
kriterlerle Ol¢iimiinii saglar. MN yonteminde kullanilan Cyt B, aktin polimeraz
inhibitérii olup niikleer bolinmeyi durdurmadan, mitotik sitokinezi yani
stoplazmanin bolinmesini durdurur. Cyt B etkisiyle, hiicre ¢ekirdegi boliiniirken,
stoplazma boliinmesi (sitokinez) durur ve binukleat hiicreler ortaya ¢ikar. Ayrica, bu

yontem sayesinde nukleer boliinme indeksi de hesaplanir [180].

2b maddesi ile yapilan MN testi sonucunda, 1 veya 2 mikronukleuslu binukleat
hiicreler gozlenirken; 2e maddesi ile yapilan MN testi sonucunda, sadece 1 MN’lu
binukleat hiicreler gozlenmistir. 2b ve 2e maddeleri, hem negatif kontrole hem de
¢Oziicii kontrole gore hiicre bagina diisen mikronukleus sayilarinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar olusturmamistir. MN testi sonucunda, sadece 2b uygulamasinda
hiicre bagina diisen MN frekansi ile doz artig1 arasinda negatif kontrole gére (r=0,46)
zayif bir doz-etki iligkisine rastlanmistir. Bu sonuglar, 2b ve 2e maddelerinin MN

olusumunu 6nemli diizeyde arttirmadigini gostermektedir.

Yapilan literatiir arastirmast sonucunda, giiniimiizde ila¢ etken maddeleri olarak
klinik kullanimda olan asetazolamid, dorzolamid, brinzolamid, zonisamid ve
topimarat gibi KAI siilfonamit tiirevlerinin genotoksisiteleri ile ilgili Ghosh ve
arkadaglar1 (2010)’nin  komet analizini kullanarak yaptiklar1 calisma disinda

arastirmaya rastlanmamistir. Ancak, bu ilag etken maddelerinin genotoksik
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profillerine iliskin FDA tarafindan bildirilmis pazarlama Oncesi yapilmig
calismalarinin sonuglarina ulasilmigtir. FDA’nin raporlarinda, asetazolamid’in bir
bakteriyel mutajenite testinde metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda
mutajenik etkisinin bulunmadig1 bildirilmistir [200]. Dorzolamid’in in vivo fare
sitogenetik analizi, in vitro kromozomal anormallik testi, alkalin eliisyon testi, V 79
ve AMES testlerinde negatif sonuglar verdigi bildirilmistir [201]. Zonisamid’in CHL
hiicreleri ile yapilan in vitro kromozomal anormallik testinde mutajenik etkili
bulundugu, ancak diger in vitro testlerde (AMES, fare lenfoma timidin kinaz testi,
insan lenfositlerindeki kromozomal anormallik testi) ve in vivo rat kemik iligi
sitogenetik testinde mutajenik ve klastojenik etkilerinin bulunmadigi bildirilmistir
[202]. Brinzolamid’in mutajenik potansiyelle ilgili in vivo fare mikronukleus testi, in
vivo kardes kromatid degisimi testi ve AMES E.coli testlerinde negatif sonuglar
verdigi, ancak in vitro fare lenfoma ileri mutasyon testinde aktivasyon yoklugunda
negatif, mikrozomal aktivasyon varligindaysa pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir
[203]. Topimarat’in AMES testinde ve in vitro fare lenfoma testinde mutajenik etkili
bulunmadigi, rat hepatositlerinde in vitro kosullarda tamamlanmamis DNA sentezini
artttrmadigi ve insan lenfositlerinde in vitro olarak rat kemik iliginde in vivo olarak
kromozomal anormallikleri arttirmadigi bildirilmistir [204]. Bu ¢alismalarin
sonuglari, biiylik 6l¢iide bizim sonuglarimizla uyumludur. Bu g¢alismada da, yeni
sentezlenen KAI siilfonamit tiirevleri olan 2e ve 2b maddeleri in vitro kosullarda
insan periferal lenfositlerinde CA ve MN frekansini istatistiksel olarak anlamli

derecede etkilememistir.

Literatiirde KAl olmayan siilfonamitlerin genotoksisiteleri ile ilgili iki tane ¢aligmaya
rastlanmigtir. Abou-Eisha ve arkadaslar1 (2004), antibiyotik olarak kullanilan bir
stilfonamit tiirevi Sulfametoksazol’iin 10 pg/mL ile 500 pg/mL arasindaki farkli
konsantrasyonlari ile yaptiklart in vitro KKD ve MN testleri sonucunda, bu etken
maddenin sadece en yiiksek konsantrasyonunun insan periferal kan lenfositlerindeki
KKD ile MN frekansinda hafif bir artisa neden oldugunu ve zayif genotoksik etkiye
sahip oldugu bildirmistir [205]. Silva ve arkadaslart (2015), antitiimér aktiviteye
sahip olabileceklerini ve ilag etken maddesi olarak kullanilabileceklerini diisiinerek

sentezledikleri salkon N-{4-[3-(4-nitrofenil)prop-2-enol]fenil} benzen siilfonamit
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tiirevlerinin genotoksisitesini in vivo fare kemik iligi MN testiyle arastirdiklar
calismada, bu bilesigin polikromatik eritrositlerdeki MN frekansin1 6nemli derecede
arttirdigin1 ve bu sonucun genotoksik etkinin bir gostergesi oldugunu bildirmistir.
Diger yandan, ayn1 ¢alismada salkon N-{4-[3-(4-nitrofenil)prop-2-enol]fenil} benzen
stilfonamit tlirevlerinin aynt dozlarmin MMC ile birlikte idame edildigi
uygulamalarda, tlim dozlarda polikromatik eritrositlerdeki MN frekansinin 6nemli
derecede distigii ve bunun antigenotoksik aktivitenin bir gostergesi oldugu da
bildirilmistir [206].

Bu c¢alismada, test maddelerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan
parametrelerden biri mitotik indekstir. Mitotik indeksler, 2b ve 2e maddelerinin
belirlenen uygulama dozlariyla 24 ve 48 saatlik siirelerle muamele edilen hiicre
kiiltiirlerinden izole edilen insan lenfositlerinden hazirlanan erkek ve disi bireylere
ait preparatlarda, her bir doz igin toplam 12000 hiicre sayilarak, boliinen hiicre
sayisinin toplam hiicre sayisina oraninin yiizde cinsinden hesaplanmasiyla
belirlenmistir. 2b ve 2e maddeleriyle yapilan 24 saatlik muameleler sonucunda,
mitotik indeks degerlerinde hig¢bir dozda her iki kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar bulunmamistir. Ancak, 2b maddesinin 48 saatlik
uygulamasinda, mitotik indeks tiim uygulama dozlarinda hem negatif kontrole hem
de ¢oziicii kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diismistiir. Ayrica bu
diistisler, doza bagli (r=-0,66 ve r=-0,67) bulunmustur. Diger yandan, 2e maddesinin
48 saatlik uygulamasinda, mitotik indeks tiim uygulama dozlarinda ¢oziicii kontrole
gore anlamli diizeyde diismiis, negatif kontrole goreyse sadece en yiiksek doz olan
2,52’lik pg/mL’lik dozda anlamli diizeyde diismiistiir. Bu diistisler de doza bagl (r=-
0,86 ve r=-0,84) bulunmustur. 24 ve 48 saatlik muamelelerde mitotik indeksteki
diistislerin farkli derecelerde olmasi, test maddelerinin uygulama dozunun ve
sliresinin artigina bagl olarak farkli sitotoksik etkilere neden oldugunun gostergesi

olarak kabul edilebilir.

Sitotoksisitenin gostergesi olan mitotik indeksteki azalma, hiicre dongiisiiniin G2
sathasinin engellenmesine ya da ATP seviyesinde azalmaya bagli olarak enerji

iiretim merkezlerinin baskilanmasima baglanmaktadir. Mitotik indeksteki diisiisiin
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diger nedenleri arasinda DNA sentezi ve ig ipliklerinin olusumu i¢in gerekli olan
enzimlerin baskilanmasi ve G2 safhasinin uzamasi da gosterilmektedir [207].
Literatiirde, insanlarda terapotik amagcla kullanilan KAI siilfonamit tiirevi ilag etken
maddelerinin  sitotoksisitesine  iliskin  yapilmis herhangi  bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Ancak, KAI olmayan bazi siilfonamit tiirevi ila¢ etken maddelerinin
uygulama dozunun ve siiresinin artisina bagli olarak mitotik indeksi diisiirdiigiinii ve
sitotoksik aktivite gosterdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. Badr (1982), Allium
testi ile yaptigi c¢alismasinda, sulfadiazin, sulfadimidin ve sulfafenazol gibi
stilfonamit tiirevi antibiyotiklerin 24 ve 48 saatlik muamelelerinin mitotik indeksi
diistirdiigiinii bildirmistir [208]. Silva ve arkadaslar1 (2015) da, salkon N-{4-[3-(4-
nitrofenil)prop-2-enol]fenil} benzen siilfonamit tirevlerinin 24 ve 48 saatlik
uygulamalardaki yiiksek dozlarinin polikromatik eritrosit/normokromatik eritrosit
oraninda Onemli derecede azalmaya sebep olarak sitotoksik aktivite gosterdigini
bildirmistir. Diger yandan, ayni g¢alismada salkon N-{4-[3-(4-nitrofenil)prop-2-
enol]fenil} benzen siilfonamit tiirevlerinin ayni dozlarinin MMC ile birlikte idame
edildigi uygulamalarda, bu bilesiklerin biitiin uygulama dozlarinda polikromatik
eritrosit/normokromatik eritrosit oraninda Onemli derecede artisa neden olarak

antisitotoksik aktiviteye sahip oldugu da bildirilmistir [206].

Bu calismada, test maddelerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilan
diger bir parametre de nukleer boliinme indeksidir. NBI, uygulanan kimyasal
maddenin g¢ekirdek boliinmesi tizerindeki etkisini gosterir. Bu ¢alismada kullanilan
test maddelerinin her ikisi de, nukleer boliinme indeksini doza bagh olarak (r=-0,77
ve r=-0,95) distrmiistir. Ancak her iki madde i¢in de gozlenen bu disisler,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Mi ve NBI ile ilgili elde edilen sonuglar
birlikte degerlendirildiginde, 2b ve 2e bilesiklerinin mitozu ve nukleus bdliinmesini
inhibe etmek suretiyle sitotoksik etki yaptiklart sdylenebilir. Literatiirde, Klinik
kullanimda olan KAI siilfonamit tiirevi ilaglarin nukleer bdliinme indeksi iizerindeki
etkisini aragtirmis bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak, Abou-Eisha ve arkadaglari
(2004), antibakteriyel bir siilfonamit tiirevi olan sulfametoksazol’iin nukleer béliinme

indeksini diistirdiigiinii ve sitotoksik etkili oldugunu bildirmistir [205].
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Antikanser ajan olarak kullanilan ve ilag diye tanimlanan kimyasallarin sitotoksik
etkileri sonucu kanseri onledikleri bilinmektedir. Literatiirde, siilfonamit tiirevlerinin
antikanser aktiviteye sahip oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma vardir. Kim ve
arkadaglar1 (2005), 2-amino-N-kinolin-8-il-benzen siilfonamit tiirevlerinin, timor
hiicrelerinde siklin B1 artisina, cdc-2 aktivitesinde azalmaya neden olarak hiicre
siklusunu G2 fazinda durdurdugunu ve uzun siireli muamelede sitokrom c salinimina
yol agarak apoptozu indiiklediklerini bildirmistir [209]. Villar ve arkadaslar1 (2004),
benzo[b]tiyofen 1,1-dioksit’in lipofilik yapidaki siilfonamit tiirevlerinin insan timor
hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir [210].
Yoshimatsu ve arkadaslar1 (1997), faz I asamasindaki bir antitimor ajani olan (N-[2-
[(4-hidroksifenil)amino]-3piridinil]-4-metoksibenzen siilfonamit)’in, insan kanser
hiicre serileri iizerinde tiibiilin polimerizasyonunu inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini
inhibe ettigini bildirmistir [211]. Mohan ve arkadaslari (2006), indol siilfonamit
tirevlerinin - kanser hiicrelerindeki ig iplikleri mikrotiibiillerinin toplanma
dinamiklerini bozarak mitoz hiicre boliinmesini engellediklerini ve ayrica apoptozu
indiikklemek suretiyle kanser hiicrelerini oldiirdiiklerini bildirmistir [212]. Luo ve
arkadaglar1 (2011), sentezledikleri aril siilfonamit tiirevlerinin in vitro kosullarda
kanserli hiicre serileri {lizerinde hidrofobik etkilesimler aracilifiyla tubulin
polimerizasyonunu inhibe ederek antimitotik aktivite gosterdigini bildirmistir [213].
Ayrica, literatiirde stilfonamitlerin KA 11, IX ve XIlI izoenzimlerini inhibe etmek
suretiyle tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini sinirladigimi bildiren ¢ok sayida calisma

mevcuttur [11, 12, 13, 14, 148, 149, 150, 151].

FDA tarafindan yaymlanmis pazarlama Oncesi c¢aligmalarin sonuglarina iliskin
raporlarda, ilag etken maddesi olarak kullanimda olan KAI siilfoamitlerin
karsinojenik profillerine iliskin c¢aligmalarin sonuglart da mevcuttur. FDA
raporlarinda, asetazolamid’in karsinojenik potansiyelini degerlendirmek icin
hayvanlar iizerinde yapilmis uzun siireli ¢alismalar olmadigint bildirilmistir [200].
Dorzolamid’in disi ve erkek Sprague Dawley ratlarina 20 mg/kg/giin’liik yiiksek
dozlarda 2 yil siireyle oral olarak verilmesinin ardindan, erkek ratlarda idrar kesesi
papillomalar1 gorildiigii, 1 mg/kg/giin’liik oral dozlarin verildigi ratlarda ise

papillomalarin goriilmedigi bildirilmistir. Ayrica, dorzolamid’in 75 mg/kg/giin’e
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kadar oral dozlarin verildigi disi ve erkek fareler iizerinde yapilan 21 haftalik
caligmada, tedaviyle iligkili timdrlerin goriilmedigi bildirilmistir. 2 mg/kg/glin
dorzolamid hidroklorid’in bir yil siire ile oral olarak verildigi kopeklerde ve goze
topikal olarak uygulandigr maymunlarda, mesane epitelinde herhangi bir degisiklik
gozlenmedigi de belirtilmistir [201]. 80 mg/kg/gilin’liik dozlarda zonisamid’in 2 yil
boyunca beslenme yolu ile verildigi fare ve ratlarda karsinojeniteye iligkin bir kanit
bulunmadigi bildirilmistir [202]. Brinzolamid ile ilgili yapilmis karsinojenite

¢alismasi bulunmadigi bildirilmistir [203].

Bu arastirmada kullanilan metotlardan bir digeri olan tek hiicre jel elektroforezi ya da
popliler adiyla komet teknigi, ¢esitli maddelerin etkisiyle meydana gelen DNA
sarmal kiriklarinin Slgiilmesinde son yillarda yogun bir sekilde kullanilan hizli ve
kolay bir tekniktir. Elektroforetik bir alanda hasarli DNA fragmanlar1 ve DNA
kiriklarinin saglam DNA’dan ayrilmasi esasina dayanir [34]. Hasarsiz DNA biiyiik
oldugundan elektroforezde akim uygulamasi ile kuyruk birakmadan go¢ ederken
hasar nedeniyle pargalanan DNA kiiciik parcalar halinde geride kalip kuyruk
olusturur. Komet analizinin temel prensibi, kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan
genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreleri lizerindeki etkilerini, hiicrelerin
DNA’larm tek tek inceleyerek tespit etmektir [214]. Komet yonteminde, sonuglarin
degerlendirilmesinde genel olarak kuyruktaki % DNA, bas kismindaki % DNA,
kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu gibi degerler kullanilir.
Kuyruk uzunlugu, basin merkezinden ya da u¢ kismindan kuyrugun sonuna kadar
olan uzunluk ve kuyruk yogunlugu tim komet yogunluguna kiyasla kuyruktaki
yogunluktur. En ¢ok kullanilan komet parametresi kuyruk momentidir. Bu parametre

kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yogunlugunun bir sonucudur [215].

Belirlenen DNA hasarinin derecesi bir¢ok fiziksel ve teknik faktore baghdir. Lizis
kosullart (tuz konsantrasyonu, pH, lizis siiresi vb.) sonuglar etkileyebilir. Lizis
cozeltisindeki tuz kalintilar1 DNA gdciinii engelleyebilir, tuzun hi¢ olmamasi da daha
diisiik elektroforez voltaji kullanilmasimi gerektirebilir. Agar konsantrasyonunu
arttirma ve elektroforez siiresini azaltma DNA hasarinin belirlenme olasiliginm

yiikseltir [215]. Komet tekniginde herhangi bir 6karyotik hiicre kullanilabildigi gibi
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en fazla kullanilan insan lenfosit hiicre siispansiyonudur. Ancak, pek ¢ok
parametrenin lenfosit cevabini etkiledigi ve dondriin yasi, fiziksel aktivitesi,
aligkanliklar1 (sigara ve alkol vb) gibi olasi faktdrlerin hiicre cevabinda farklilik
yaratabilecegi ve bireysel farkliliklara neden olabilecegi 6nemle vurgulanmaktadir.
In vivo hayvan ¢aligmalarinda karaciger ve nasal mukoza hiicreleri kullamlabildigi
gibi in vitro toksikokinetik incelemelerde lenfositler, lenfoblastoit, akciger, kemik

iligi, gastrointestinal kanal ve beyin hiicreleri de incelenebilir [216].

Komet olusum sekillerini degerlendirmek ve tayinini yapmak i¢in pek ¢ok farkli
calisma yapilmaktadir. Degerlendirme tekniklerinden en basiti hasar boyutuna dayali
bir sekilde “kuyruklu yildiz” goriintimiindeki hiicrelerin ampirik olarak gozle
belirlenmesine dayanmaktadir. Hiicrelerdeki DNA yapist en basit sekliyle
goriinliglerine gore hasarsiz (0), az hasarli (1), orta derecede hasarli (2), yiiksek
derecede hasarli (3) ve hasarli (4) olmak {izere bes kategoride degerlendirilir.
Gilinlimiizde ayrica daha detayli ve genis incelemeye otomatik olarak imkan saglayan
goriintlilii analiz sistemleri (Comet Assay IV, Andor Comet 6.0R gibi) floresan
mikroskopta elde edilen gorlintiilerin bilgisayar ortaminda incelenmesine olanak
saglamaktadir. Goriintiilerde izlenen kometlerin kuyruk kismindaki DNA, maruz
kalinan mutajen dozu ile orantilidir. Kiriklar elektroforez isleminde DNA gdo¢iinii
artirirken, DNA protein baglanmalari ya da ¢apraz baglanmalar DNA gogiinii azaltir.
Artmis kuyruk gocli zincir kiriklarini, alkali hareketli bolgelerin ve tam olmayan
eksizyon (kesip ¢ikarma) onarim bolgelerinin varligini gosterir. Azalmis go¢ de

DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglanmalarina isaret eder [216].

Bu calismada kullanilan komet testinden elde edilen sonuglara bakildiginda, 2b
maddesi uygulamasinda kuyruk yogunlugu tiim uygulama dozlarinda ¢oziici
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir. 2e maddesi
uygulamasindaysa, kuyruk yogunlugu sadece en diisilk doz olan 0,63 pg/mL’lik
dozda ¢oziicii kontrole gore anlamli diizeyde artmis, 1,26 pg/mL’lik dozda negatif
kontrole gore anlamli diizeyde azalmistir. 2b maddesi uygulamasinda, kuyruk
uzunlugu sadece en yiiksek doz olan 2,12 pg/mLIlik dozda her iki kontrol grubuna

gore de anlamli diizeyde azalirken; 2e maddesi uygulamasinda, kuyruk uzunlugunda
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tiim dozlarda her iki kontrol grubuna goére de anlamli bir farklilik olugsmamistir. 2e
maddesi uygulamasinda, kuyruk momentinde 1,26 pg/mL’lik dozda negatif kontrole
gore anlamli bir artis ve 0,63 pg/mL’lik dozda ¢oziicii kontrole gére anlamli bir
azalma olmustur. 2b maddesi uygulamasindaysa, kuyruk momenti sadece 2,12
pug/mLlik dozda ¢oziicii kontrole gore anlamli diizeyde azalmistir. Komet testinde
standart artislar ile azalislar yoktur ve bir paradoks sozkonusudur. Ornegin, diisiik ve
yiiksek dozlar kuyruk momentini azaltirken, orta doz kuyruk momentini arttirmistir.
Komet testi agisindan biitiin kriterler birlikte degerlendirildiginde 2b maddesi ile
ilgili kismen daha tutarli sonuglar alinsa da, ne 2b maddesinin ne de 2e maddesinin
kesin olarak genotoksik ya da klastojenik etkili bir ajan oldugu sdylenemez. Ghosh
ve ark (2010) da, komet analizini kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda ilag etken
maddesi olarak klinik kullanimda olan KAI siilfonamit tiirevi asetazolamid’in insan

lenfositleri {izerinde genotoksik etkisinin olmadigini bildirmistir [217].

Sonug olarak, bu ¢alismada test maddeleri olarak kullanilan KA I ve KA II inhibitori
metilenaminobenzen siilfonamit tiirevleri (2b ve 2e) in vitro kosullarda kromozomal
anormallikleri ve mikronukleus olusumunu arttirmamis, Ozellikle uzun siireli
maruziyette mitotik indeksi diisiirmiistiir. Dolayisiyla, bu maddelerin kullanilan
uygulama konsantrasyonlarinda in vitro kosullarda insan periferal lenfositleri
tizerinde klastojenik veya mutajenik etkili ajanlar olmadiklari, ancak yiiksek
konsantrasyonlarda ve uzun siireli maruziyette sitotoksik etkili ajanlar olduklari
gorilmektedir. Kullanilan konsantrasyonlar ve elde edilen sonuglar dikkate
alindiginda, 2b maddesinin 2e maddesine gore bir kademe daha etkili oldugu
sOylenebilir. Ancak, ilag etken maddeleri olarak kullanilma potansiyelleri olabilecegi
diistintilerek sentezlenen bu bilesiklerin genotoksik ve sitotoksik agidan giivenli
bilesikler olduklarimi ileri siirebilmek i¢in daha fazla in vitro ve in vivo ¢alismanin
yapilarak, bunlarin sitotoksik ve genotoksik profillerinin tam olarak belirlenmesi ve

elde edilen tiim sonuglarin birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir.
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